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Einleitung
1
1 Einleitung
1.1 Funktion und Bedeutung der Mitochondrien in der eukaryotischen Zelle
Mitochondrien sind genetisch teilautonome Organelle der eukaryotischen Zelle, in
denen wichtige Stoffwechselprozesse wie der Tricarbonsäurezyklus, der
Elektronentransport und die oxidative Phosphorylierung ablaufen. Innerhalb der Zelle
findet man Mitochondrien oft in der Nähe von Strukturen lokalisiert, die ATP
benötigen, z.B. in Muskelgeweben an den kontraktilen Filamenten (Alberts et al.,
1995). Zeitrafferaufnahmen von lebenden Zellen machen deutlich, dass
Mitochondrien sehr beweglich sind und eine veränderliche Morphologie besitzen.
Ihre Größe kann erheblich variieren. In einer Rattenleberzelle sind Mitochondrien ca.
2 µm lang und 1 µm breit (Lehninger et al., 1998). Eine Leberzelle enthält ca. 1000-
2000 Mitochondrien, die etwa 20 % des gesamten cytoplasmatischen Volumens
einnehmen. Im Gegensatz dazu liegen bei Saccharomyces (S.) cerevisiae 1-50
Mitochondrien je Zelle vor. In der Leber befinden sich ca. 67 % der mitochondrialen
Proteine in der Matrix, 21 % in der inneren Membran, 6 % in der äußeren Membran
und 6 % im Intermembranraum (Alberts et al., 1995). Da die Außenmembran das
kanalbildende Protein Porin enthält, kann eine freie Diffusion von Molekülen bis
5 kDa erfolgen. Die innere Membran ist wesentlich proteinreicher als die
Außenmembran. Sie besteht zu etwa 75 % aus Proteinen und ist für die meisten
kleinen Moleküle und Ionen, einschließlich des Protons (H+) undurchlässig
(Lehninger et al., 1998). Neben Proteinen der Atmungskette sind auch zahlreiche
Proteine enthalten, die den Durchtritt von Metaboliten wie ATP, ADP, Pyruvat, Ca2+
und Phosphat kontrollieren. Durch diese kontrollierte Permeabilität der inneren
Mitochondrienmembran (IM) für die meisten Ionen, Metaboliten und
niedermolekularen Verbindungen können Ionengradienten über diese Barriere
erzeugt werden. Der über die innere Mitochondrienmembran erzeugte Gradient wird
durch die IM-gebundene mitochondriale ATPase zur Gewinnung von ATP genutzt.
Die Biogenese von funktionellen Mitochondrien erfordert die koordinierte Expression
von Genen des nukleären und des mitochondrialen Genoms. Die meisten
Untereinheiten der einzelnen Komplexe der Atmungskette werden von Genen des
Zellkerns codiert und müssen nach ihrer Synthese an den cytoplasmatischen
Ribosomen in das Organell importiert werden.
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Die Synthese einiger weniger Proteine, die von der mitochondrialen DNA codiert
werden, findet an organelleigenen Ribosomen statt (Übersicht: Attardi and Schatz,
1988). Das ca. 86 kbp große mitochondriale (mt) Genom von S. cerevisiae codiert für
drei Untereinheiten (UE) der Cytochrom c-Oxidase (Cox1p, Cox2p, Cox3p),
Apocytochrom b (eine Untereinheit des bc1-Komplexes), die Untereinheiten 6, 8 und
9 der F0-Komponente des mitochondrialen ATPase Komplexes (Oli2p, Aap1p, Oli1p),
zwei ribosomale RNAs (21S rRNA und 15S rRNA), 24 tRNAs, 3 DNA-
Endonukleasen (Sce1p, Sce2p, Sce3p) und für ein Protein (Var1p), welches mit der
kleinen Untereinheit der mitochondrialen Ribosomen assoziiert ist. Weiterhin codiert
die mt DNA für die 9S RNA, einem essentiellen Bestandteil eines RNase P-ähnlichen
Prozessierungsenzyms, das an der Prozessierung der mitochondrialen tRNAs
beteiligt ist (Foury et al., 1998). Im mitochondrialen Genom von S. cerevisiae können
die Gene, die für die 21S rRNA, Apocytochrom b (COB) und Cox1p (COX1)
codieren, Introns enthalten („Mosaikgene“) (Schäfer and Wolf, 1998). Die Anzahl der
Introns ist stammabhängig verschieden, z.B. besteht die „kurze“ Form des
Cytochrom b-Gens aus zwei Introns (bI4, bI5) und die „lange“ Form aus fünf Introns.
In der langen Version des COB-Gens ist der Leserahmen des ersten Exons durch
drei weitere Introns (bI1, bI2, bI3) unterbrochen (Abb. 1a) (Lazowska et al., 1980;
Labouesse et al., 1984). Es gibt zwei Gruppen von mitochondrialen Introns (I und II),
die sich in ihrer Sekundärstruktur unterscheiden. Einige Introns besitzen
Leserahmen, die Funktionen codieren, welche zum Spleißen, aber auch zur Mobilität
dieser Introns notwendig sind. Introncodierte Maturasen katalysieren bei Gruppe I
und II Introns den Spleißprozess. Gruppe I und Gruppe II Introns können ebenfalls
für Endonukleasen codieren, mit Hilfe derer sie sich an einen anderen Ort im mt
Genom (Transposition) bewegen können oder an den ursprünglichen Platz im Gen
(„Intron-Homing“) zurückkehren können (Schäfer and Wolf, 1998). Zwischen der
Maturase- und Endonukleasefunktion gibt es komplexe Beziehungen. Das vierte
Intron (aI4) im COX1-Gen von S. cerevisiae codiert eine Endonukleaseaktivität (I-
SCEII), benötigt aber zum korrekten Spleißen die vom Intron 4 (bI4) des COB-Gens
codierte Maturase. Das vom Intron aI4 codierte Protein ist jedoch eine latente
Maturase: die Einführung einer Missense-Mutation in den Endonuklease-
Leserahmen wandelt sie in eine aktive Maturase um (Schäfer and Wolf, 1998).
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Der ungewöhnlich komplexe Spleißvorgang der langen Version des COB-Gens ist in
Abb. 1b dargestellt.
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b. 1: Das Cytochrom b-Gen von S. cerevisiae und die Bildung der
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tnommen aus Darnell et al. (1994).
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Vom gesamten COB-Gen wird eine Vorläufer-RNA transkribiert, die alle sechs Exons
enthält. Beim ersten Spleißprozess werden die Exons E1 und E2 miteinander
verbunden, wobei das Intron I1 entfernt wird. Auf dem Intron I2 befindet sich ein
offener Leserahmen, der im gleichen Raster wie das vorangehende Exon E2 fortfährt.
Nach Entfernung von I1 entsteht demnach ein offener Leserahmen, der mit den
Exons E1 und E2 am N-Terminus beginnt und mit rund 250 C-terminalen As endet,
die vom Intron I2 codiert werden. Das RNA-Reifungsintermediat wird von
mitochondrialen Ribosomen unter Bildung eines chimären Proteins übersetzt, das als
Maturase für die zweite Spleißreaktion benötigt wird. Nach dem zweiten Spleißen
werden das gesamte Intron I2 und damit auch der offene Leserahmen für die
Maturase entfernt. Nach drei weiteren Spleißreaktionen entsteht schließlich die reife
Cytochrom b-mRNA (Abb. 1b).
Die mitochondrial und nukleär codierten Untereinheiten von Enzymkomplexen liegen
in einer definierten Stöchiometrie vor. Gleichzeitig weisen aber auch die
Enzymkomplexe untereinander eine bestimmte Stöchiometrie auf (de Vries and
Marres, 1987), was ein hohes Maß an Koordination von cytosolischen und
mitochondrialen Syntheseprozessen erfordert.
Die meisten Untersuchungen zum Mechanismus der Mitochondrien-Biogenese
wurden an der Hefe S. cerevisiae durchgeführt. Dieser Modellorganismus besitzt für
genetische Untersuchungen zur Atmungskettenfunktion den großen Vorteil, dass der
Energiebedarf ausschließlich durch die Verwertung fermentierbarer Substrate
gedeckt werden kann. Dadurch ist es möglich, atmungsdefiziente Stämme zu
untersuchen, die Mutationen entweder in Kern- oder in mitochondrialen Genen
besitzen. Die Analyse atmungsdefekter Mutanten hat ergeben, dass etwa 300
Kerngene (PET-Gene) zum Aufbau einer funktionsfähigen Atmungskette benötigt
werden (Attardi and Schatz, 1988; Grivell, 1989; Tzagoloff and Dieckmann, 1990).
Atmungsdefekte Mutanten unterteilen sich in pet-Mutanten, mit--Mutanten, rho--
Mutanten und rho0-Mutanten.
1. pet-Mutanten besitzen Mutationen in Kerngenen, die essentiell für die
Ausbildung einer funktionellen Atmungskette und der oxidativen
Phosphorylierung sind.
2. mit--Mutanten tragen kleine Deletionen oder Punktmutationen innerhalb eines
mitochondrialen Genes.
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3. rho--Mutanten sind durch größere Deletionen im mitochondrialen Genom ge-
kennzeichnet; eine Translation ist nicht mehr möglich.
4. rho0-Mutanten haben das mitochondriale Genom vollständig verloren.
1.2 Suprakomplexe in der Atmungskette von Hefe und humanen
Mitochondrien
Die mitochondriale Elektronentransportkette besteht aus vier in die innere
Mitochondrienmembran eingelagerten Komplexen: Komplex I (NADH-Ubiquinon-
Oxidoreduktase), Komplex II (Succinat-Ubiquinon-Oxidoreduktase), Komplex III
(Ubiquinol-Cytochrom c-Reduktase) und Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase). Im
Gegensatz zu den meisten Eukaryoten besitzt S. cerevisiae keinen Komplex I, dafür
aber zwei NADH-Dehydrogenasen, welche ebenfalls mit der inneren
Mitochondrienmembran assoziiert sind (de Vries and Marres, 1987; Luttik et al.,
1998). Die Komplexe der Atmungskette sind untereinander durch Ubiquinon und
Cytochrom c elektrochemisch verbunden. Zur molekularen Organisation dieser
Komplexe in der inneren Membran existieren zwei Modelle (Rich, 1984). Einerseits
wird angenommen, dass die Komplexe der Elektronentransportkette lateral frei
beweglich sind und unabhängig voneinander in der inneren mitochondrialen
Membran angeordnet sind. Nach diesem Modell können Ubiquinon und Cytochrom c
als mobile Carrier innerhalb der Lipiddoppelschicht in der inneren
Mitochondrienmembran frei diffundieren und Reduktionsäquivalente zwischen
anderen, weniger beweglichen Elektronen-Carriern in der Membran transportieren
(„Poolfunktion“) (Gupte and Hackenbrock, 1988). Die Intensität des
Elektronentransfers wird dadurch bestimmt, wie sich die Komplexe in diesem
Diffusionsprozess bewegen. Andererseits wird angenommen, dass die Komponenten
der Elektronentransportkette in einer geordneten makromolekularen Struktur
miteinander assoziiert vorliegen (Rich, 1984). Untersuchungen in S. cerevisiae
haben gezeigt, dass sich die zwei Carrier der Atmungskette, Ubiquinon und
Cytochrom c, unter physiologischen Bedingungen nicht frei zwischen den Komplexen
bewegen (Boumans et al., 1998). Die Autoren schlussfolgern daraus, dass Ubiquinon
und Cytochrom c Elektronen nur an den jeweiligen Atmungskettenkomplex, an dem
sie gebunden sind, abgeben. Somit müssen die Komplexe der Atmungskette in
S. cerevisiae physikalisch in Verbindung stehen und eine funktionelle Einheit bilden.
Cruciat et al. (2000) haben gezeigt, dass unter ihren Versuchsbedingungen der
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Komplex III in Hefe nicht in freier Form vorliegt, sondern assoziiert mit Komplex IV ist.
Aufgrund dieser Befunde nehmen die Autoren an, dass die physikalische Assoziation
dieser mitochondrialen Atmungskettenkomplexe dazu dient, den Fluss der
Elektronen zwischen diesen Komplexen zu unterstützen und damit die Abhängigkeit
von der zufälligen Diffusion der Elektronentransporter Ubiquinon und Cytchrom c zu
verringern. Tatsächlich wurde bei Untersuchungen des Bakteriums Paracoccus (P.)
denitrificans gezeigt, dass die Bildung eines Suprakomplexes zwischen Komplex III
und IV signifikant den Elektronentransfer zwischen diesen Komplexen steigert (Berry
and Trumpower, 1985). Schaegger and Pfeiffer (2000) haben zusätzlich gezeigt,
dass die Cytochrom c-Oxidase (Komplex IV) von S. cerevisiae mit der Cytochrom c-
Reduktase (Komplex III) assoziiert ist. Diese liegt in drei Formen vor, dem freien
Dimer (III2, 500 kDa) und zwei Superkomplexen, die zusätzlich ein oder zwei
Monomere des Komplex IV enthalten (III2IV1, 700 kDa bzw. III2IV2, 900 kDa). Das
Auftreten dieser Komplexe ist von der angebotenen Kohlenstoffquelle abhängig.
Werden Zellen 24 h in Glucosemedium kultiviert, so liegen 20 % von Komplex III als
freies Dimer vor und je 40 % assembliert in Superkomplexen (III2IV1, III2IV2). Im
Gegensatz dazu führt die Kultivierung von Zellen in Laktatmedium zur Induktion der
Biosynthese von Komplex IV. Es liegen nur noch ca. 10 % von Komplex III als freies
Dimer vor, dafür aber 60-90 % in der assoziierten Form III2IV2. In
Säugermitochondrien können die Komplexe I und III ebenfalls einen Superkomplex
bilden, der bis zu vier Kopien von Komplex IV enthalten kann. Die Autoren haben
aufgrund dieser Befunde ein Modell eines Netzwerkes von Atmungskettenkomplexen
entwickelt, das „Respirasom“ (Schaegger and Pfeiffer, 2000). Solche
Multienzymkomplexe bedingen ein „substrate channeling“. Dabei wird ein Intermediat
direkt an ein spezifisches Enzym weitergegeben, ohne dass es andere Enzyme
binden können. Ein Hauptvorteil des „substrate channelling“ besteht in der
Benutzung eines lokalisierten Überträgermoleküls (potenzielle Kandidaten sind
Ubiquinon und Cytochrom c), was eine Reaktion unabhängig von einem
„Überträgerpool“ macht. Das Fehlen einer „Poolfunktion“ von Cytochrom c in Hefe
weist auf ein ausgeprägtes „substrate channelling“ hin. Daraus ergibt sich weiterhin
die Steigerung der katalytischen Aktivität sowie eine genaue Zuordnung der
reaktiven Intermediate und eine schnelle intramolekulare Gruppenübertragungs-
reaktion (Fersht, 1999; Schaegger and Pfeiffer, 2000).
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1.3 Das mitochondriale Ribosom
Die Mehrzahl der mitochondrialen Proteine ist kerncodiert. Die mitochondriale DNA
codiert nur für eine kleine Anzahl von Proteinen, die an mitochondrialen Ribosomen
synthetisiert werden. Mitochondriale Ribosomen zeigen sowohl Übereinstimmungen
als auch Unterschiede zu bakteriellen Ribosomen, so dass sich deren evolutionärer
Ursprung weniger leicht feststellen lässt. Die mitochondrialen Ribosomen sind wie
bakterielle Ribosomen empfindlich gegen antibakterielle Antibiotika. Die
Proteinsynthese in den Mitochondrien beginnt wie in prokaryotischen Organismen
mit N-Formylmethionin.
Mitochondriale Ribosomen von verschiedenen Organismen differieren sowohl in
ihren Gesamteigenschaften als auch in der Anzahl und der Charakteristika ihrer
Bestandteile. Die Sedimentationskoeffizienten (S) von mitochondrialen Ribosomen
unterscheiden sich deutlich zwischen Metazoen (55S), Ciliaten (80S), Pilzen (70-
74S) und höheren Pflanzen (77-78S) (Graack and Wittmann-Liebold, 1998).
Dagegen betragen die Sedimentationskoeffizienten des bakteriellen Ribosoms 70S
und des eukaryotischen cytoplasmatischen Ribosoms 80S. Mitochondriale
Ribosomen sind in der Regel aus 2 RNA Molekülen, der 15S rRNA und 21S rRNA in
S. cerevisiae (Attardi and Schatz, 1988) bzw. der 12S rRNA und 16S rRNA in
Säugerzellen (Suzuki et al., 2001) zusammengesetzt. In den Mitochondrien fehlt die
5S rRNA, eine essentielle Komponente der großen ribosomalen UE in Prokaryoten
und in cytosolischen Ribosomen der Eukaryoten. Die Gesamtlänge der
mitochondrialen rRNA von Säugerzellen entspricht nur etwa der Hälfte der Länge der
rRNA des bakteriellen Ribosoms. Trotzdem hat das mitochondriale Ribosom der
Säugerzelle eine höhere molekulare Masse als das Escherichia (E.) coli Ribosom.
Das mitochondriale Ribosom der Rattenzelle besitzt eine molekulare Masse von
3,57 MDa. Im Gegensatz dazu besitzt das E. coli Ribosom eine molekulare Masse
von 2,49 MDa (zitiert bei Suzuki et al., 2001). Das veränderte Protein-RNA Verhältnis
in den mitochondrialen Ribosomen könnte auf den Evolutionsprozess vom
Eubakterien-ähnlichen Endosymbionten zum Mitochondrium der eukaryotischen
Zelle zurückzuführen sein, in dem große Teile der RNA Domänen durch
Proteinkomponenten ersetzt wurden (Suzuki et al., 2001). Das Ribosom von E. coli
besteht aus 55 Proteinen, während die Anzahl der Proteine bei eukaryotischen
cytoplasmatischen Ribosomen in Hefe zwischen 75-76 variiert (Graack and
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Wittmann-Liebold, 1998). In mitochondrialen Ribosomen von Hefe werden
mindestens 90 mitoribosomale Proteine (MRPs) vermutet (Kitakawa et al., 1997). Die
Biosynthese von Mitoribosomen erfordert die koordinierte Expression von
mitochondrial codierten und nukleären Genen. Soweit bisher bekannt, sind die
ribosomalen RNAs durch das mitochondriale Genom codiert und die meisten
mitoribosomalen Proteine kerncodiert. Eine Ausnahme bilden das mt codierte Var1-
Protein in S. cerevisiae, das Bestandteil der kleinen UE der mitochondrialen
Ribosomen ist (Groot et al., 1979; Terpstra and Butow, 1979) und einige MRPs bei
Pflanzen, welche ebenfalls mitochondrial codiert sind (Graack and Wittmann-Liebold,
1998).
Bei S. cerevisiae werden die meisten MRPs an cytoplasmatischen Ribosomen
synthetisiert und in die Mitochondrien importiert. Die Mehrzahl dieser Proteine verfügt
über N-terminale Signalsequenzen, welche nach dem Import prozessiert werden
(Graack and Wittmann-Liebold, 1998). Die Funktion der MRPs ist nur in wenigen
Fällen aufgeklärt, da keine in vitro Proteinsynthesesysteme, die ausschließlich aus
Mitochondrien-spezifischen Komponenten für die Translation mitochondrialer mRNA
bestehen, verfügbar sind. Die in vitro Translation mitochondrialer mRNA ist
offensichtlich von vielen Faktoren abhängig, die spezifisch für das mitochondriale
Translationssystem benötigt werden, aber bisher nicht in einem artifiziellen System
verfügbar sind (Dekker et al., 1993; Pel and Grivell, 1994). Die Assoziation
mitochondrialer Ribosomen mit der inneren Mitochondrienmembran scheint
gemeinsam mit spezifischen Translationsaktivatoren wichtig für die effektive
Translation der mitochondrialen RNA zu sein  (Pel and Grivell, 1994; Fox, 1996). In
S. cerevisiae gibt es Evidenzen, dass die mitochondrialen Ribosomen mit der
inneren Membran assoziiert sind. Erste Hinweise wurden dafür durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen erhalten. Ausserdem ist bekannt, dass
mitochondriale Ribosomen von Membranen nur durch hohe Salzkonzentrationen und
Detergenzien ablösbar sind (zitiert bei Liu and Spremulli, 2000). Durch Liu and
Spremulli (2000) wurde gezeigt, dass mindestens die Hälfte der Ribosomen von
Rinderleber-Mitochondrien mit der inneren Membran assoziiert sind. Die Assoziation
von mitochondrialen Ribosomen aus Rinderleber mit der inneren Membran
unterscheidet sich in einigen Aspekten von der Assoziation von cytoplasmatischen
Ribosomen mit zellulären Membranen, wie der ER-Membran. Nur die Hälfte der
mitochondrialen Ribosomen ist durch hohe Salzkonzentrationen von der Membran
Einleitung
9
ablösbar. Die Zugabe von Puromycin, einem generellen Translationsinhibitor, hat
keinen Effekt auf die Assoziation der Ribosomen mit der inneren Membran, so dass
die Membranaffinität nicht auf eine Insertion der naszierenden Polypeptidkette in die
Membran zurückzuführen ist (Liu and Spremulli, 2000). Im Gegensatz dazu sind
cytoplasmatische Ribosomen, assoziiert mit der ER-Membran, prinzipiell durch eine
kombinierte Behandlung mit hohen Salzkonzentrationen und Puromycin von der
Membran entfernbar. (Adelman et al., 1973). Diese Beobachtung zeigte, dass die
Interaktion der cytoplasmatischen Ribosomen mit dem Translokon (Sec61p-System)
durch elektrostatische Wechselwirkungen und durch die naszierende Polypeptidkette
stattfindet. Nach einer Extraktion mit Triton X-100 bleiben noch etwa 15 % der
mitochondrialen Ribosomen aus Rinderleber mit der Membran assoziiert (Liu and
Spremulli, 2000). Die innere Membran ist sehr proteinreich (75 %), verglichen mit
den meisten anderen Membranen (50 %). Die Autoren vermuten deshalb, dass die
mitochondrialen Ribosomen, die nicht durch Triton X-100 abgelöst werden können,
mit einem oder mehreren großen Proteinkomplexen in der inneren Membran
assoziiert sind.
1.4 Initiation der Translation in Hefemitochondrien
Die mitochondrialen mRNAs in S. cerevisiae unterscheiden sich strukturell sowohl
von prokaryotischen als auch von anderen eukaryotischen mRNAs. Die meisten der
mitochondrial codierten Gene werden als polycistronische Vorläufermoleküle
transkribiert, die nach Prozessierung und Spleißen reife mRNAs ergeben. Die
Transkripte bestehen aus langen 5´- und 3´-nicht-translatierten Regionen, welche
extrem A+U reich sind (Costanzo and Fox, 1990; Fox, 1996). Im Gegensatz dazu
besitzen humane mitochondriale mRNAs nur sehr kurze Leadersequenzen (Montoya
et al., 1981). Die Leaderbereiche von mitochondrialen Transkripten in Hefe bestehen
im Fall der COX2-mRNA aus 54 Nukleotiden oder bis zu über 950 Nukleotiden bei
der COB-mRNA (Dieckmann and Staples, 1994; Fox, 1996). Diese mRNAs besitzen
keine posttranskriptionell angefügten poly-A Anhänge und haben keine Cap-Struktur
am 5´-Ende (Christianson and Rabinowitz, 1983), die für die Kontaktaufnahme
zwischen Ribosom und mRNA sorgt. Nachfolgend (Abb. 2) ist die Bildung der reifen
COB-mRNA nach Chen and Dieckmann (1997) gezeigt. In Hefemitochondrien
werden die Gene für die tRNAglu und Cytochrom b als ein Vorläufermolekül
cotranskribiert. Die Prozessierung des Initialtranskriptes erfolgt am 5´- und 3´-Ende
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der tRNAglu durch die RNase P und tRNA 3´-Endonuklease (Hollingsworth and
Martin, 1986; Chen and Martin, 1988). Nach Abspaltung der tRNAglu entsteht eine
COB-Vorläufer-mRNA, deren 5´-Ende sich an Position –1098 (relativ zu A[+1]UG
des COB-Leserahmens) befindet und die weiter bis zur reifen COB-mRNA (-954)
prozessiert wird. Cbp1p wird für die Stabilität der COB-prä-mRNA benötigt, wenn
durch Abspaltung der tRNAglu das 5´-seitige Transkriptende gebildet wird (Chen and
Dieckmann, 1994).
Abb. 2: Prozessierung des tRNAglu-COB Cotranskriptes zur reifen COB-
mRNA
Schematische Darstellung der Organisation der 5´-flankierenden Region des Cytochrom b-
Gens modifiziert nach Chen and Dieckmann (1997). Die Position –1566 kennzeichnet die
Initiationsstelle der Transkription des tRNAglu-COB Cotranskriptes, der Bereich –1170 bis -
1099 den Leserahmen für die tRNAglu und die gelben Kästchen stellen kurze Leserahmen
(uORFs) im Bereich des 5´-Leaders dar. Schematisch ist ebenfalls die Bildung der reifen
COB-mRNA aus dem tRNAglu-COB Initialtranskript dargestellt (Chen and Dieckmann, 1997).
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Das erste AUG Codon nach dem 5´-Ende des Messengers fungiert nach dem
„Scanningmodell“ von Kozak (1989) in 95 % aller eukaryotischen mRNAs als
Startcodon für die Translation. Die 40S Untereinheit der Ribosomen bindet an das
freie 5´-Ende der mRNA und wandert solange durch die nicht-codierende Region, bis
sie auf ein Startcodon trifft. Dieses „Scanningmodell“ trifft offensichtlich nicht für die
mitochondriale Translation zu, weil viele der mitochondrialen Leadersequenzen
mehrere, dem eigentlichen Startcodon vorgelagerte AUG Codons und stabile
Sekundärstrukturen enthalten. Stabile Sekundärstrukturen in Leadersequenzen
behindern das Scanning durch die 40S ribosomale UE sowohl bei Säugern als auch
bei Hefe (Herrick et al., 1990; Kozak, 1991b; Vega Laso et al., 1993; Beelman and
Parker, 1994; Sagliocco et al., 1994). Upstream open reading frames (uORFs) treten
in cytoplasmatischen Transkripten von Hefe und höheren Eukaryoten selten auf
(Kozak, 1991a) und können einen negativen Effekt auf die Effizienz der
Translationsinitiation am authentischen Startcodon haben (Hinnebusch, 1988). In
einigen Fällen konnte diesen ORFs regulatorische Funktion zugeschrieben werden
(Abastado et al., 1991). Mitochondriale Ribosomen können vermutlich das
Startcodon somit nicht durch Scanning der untranslatierten Leader mRNAs
erreichen, sondern sie müssen intern an mitochondriale mRNA binden. Der
Mechanismus dieses Prozesses ist unbekannt.
Interne Translationsinitiation ist typisch für Prokaryoten. In Bakterien ist eine
Sequenz, die komplementär zum 3´-Ende der 16S rRNA der Ribosomen ist („Shine-
Dalgarno-Sequenz“, Ribosomenbindungsstelle), bekannt, die im definierten Abstand
vom Startcodon (ca. 7-10 Basen) vorhanden ist (Gold, 1988; Gualerzi and Pon,
1990). Die interne Translationsinitiation an Picorna-viraler RNA in eukaryotischen
Zellen ist nicht von einer Shine-Dalgarno-Sequenz abhängig, sondern benötigt
konservierte Strukturdomänen in der 5´-nicht-translatierten Region des Picorna-
viralen RNA-Genoms. Die Picornavirus RNA hat am 5´-Ende keine Cap-Struktur und
besitzt lange nicht-translatierte Regionen im 5´-Bereich. Diese nicht-translatierten
Regionen bilden „stem-loop“ Strukturen, die mit der 40S ribosomalen Untereinheit
interagieren. Diese Region wird als die interne „Ribosomeneintrittsstelle“ (IRES)
bezeichnet und leitet die Cap-unabhängige Translation dieser RNA ein (Agol, 1991;
Belsham and Sonneberg, 1996; Stewart and Semler, 1997; McCarthy, 2000).
Izquierdo and Cuezva (2000) haben in Säugerzellen gezeigt, dass die kerncodierte
mRNA der β-UE der mt ATP-Synthase durch eine 150 bp lange translationelle
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Enhancersequenz in der 3´-untranslatierten Region (UTR) reguliert wird.
Experimentell konnte anhand des Transkriptes eines Reportergens gezeigt werden,
dass diese Enhancersequenz den Start der Translation in eukaryotischer mRNA
ohne Cap-Struktur ermöglicht, unabhängig davon, ob sie im 3´- oder 5´-Ende der
mRNA lokalisiert ist. Eine Lokalisierung im 3´-Ende setzt voraus, dass eine
Interaktion zwischen 3´- und 5´-Ende bei der Translationsinitiation erfolgt (Izquierdo
and Cuezva, 2000). Ebenso wurde gezeigt, dass innerhalb der 5´-Leadersequenzen
der YAP1-mRNA und p150-mRNA in S. cerevisiae ebenfalls funktionelle IRES
Elemente existieren (Zhou et al., 2001).
Die mitochondrialen Leadersequenzen in S. cerevisiae enthalten wie in Bakterien
Sequenzmotive, die komplementär zu dem 3´-Ende der mitochondrialen 15S rRNAs
sind (Li et al., 1982). Es ist aber unwahrscheinlich, dass diese Sequenzen als
ribosomale Bindungsorte fungieren, da sie in unterschiedlichen Entfernungen von
den Initiationscodons auftreten. Im Fall von Cytochrom b konnte gezeigt werden,
dass die Deletion des Sequenzmotivs, das komplementär zu dem 3´-Ende der
mitochondrialen 15S rRNA ist, keinen Einfluss auf die COB-Expression besitzt
(Mittelmeier and Dieckmann, 1995). Green-Willms et al. (1998) haben gezeigt, dass
bestimmte Mutationen im 5´-mRNA Leader von COX2 und COX3 sowohl durch
Veränderungen von mRNA-spezifischen Aktivatoren als auch durch Mutationen in
zwei nukleären Genen, die für Proteine der kleinen mitochondrialen ribosomalen UE
codieren (Mrp21p und Mrp51p), supprimierbar sind. Da die Suppression durch die
letztgenannten Proteine spezifisch für bestimmte COX2- und COX3-Allele ist,
vermuten die Autoren, dass die mitochondrialen Ribosomen selbst eine aktive Rolle
in der Erkennung des Translationsstartsignals in Hefe spielen. Da die Suppression
andererseits nicht genspezifisch ist, das heißt, dass sowohl Allele von COX2 als
auch von COX3 durch den gleichen Suppressor supprimiert werden können,
scheinen Ribosomen Bereiche in der Leadersequenz von verschiedenen mRNAs zu
erkennen. Vermutlich handelt es sich bei der Erkennungssequenz um ein
gemeinsames Sequenzmotiv, welches in allen mitochondrialen mRNA
Leaderbereichen vorkommt. Dieses Motiv könnte die Oktanukleotidsequenz
UAUAAAUA, die in den Leaderbereichen mitochondrialer mRNAs vorkommt, sein
(Dunstan et al., 1997). Diese Sequenz ist komplementär zu mehreren Stellen in der
mitochondrialen 15S rRNA und könnte in die mRNA-rRNA Basenpaarung involviert
sein. Möglicherweise spielen Mrp21p und Mrp51p eine Rolle bei der Herstellung
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solch einer mRNA-rRNA Wechselwirkung (Green-Willms et al., 1998). Jedoch ist
diese Interaktion nicht mit dem „Shine-Dalgarno“ Mechanismus (Shine and Dalgarno,
1974; Ringquist et al., 1992) vergleichbar, da diese Oktanukleotidsequenz nicht in
einer feststehenden Entfernung zu dem Translationsinitiationscodon der mRNA
vorkommt und die komplementäre Sequenz nicht am 3´-Ende der rRNA zu finden ist.
Alternativ dazu könnten mitochondriale Ribosomen direkt mit mRNAs einfach durch
Protein-mRNA Kontakte interagieren. Dabei könnten Mrp21p und Mrp51p direkt
involviert sein (Green-Willms et al., 1998). Das Auftreten von genspezifischen
Translationsaktivatoren könnte in Zusammenhang mit einem bisher unbekannten
Mechanismus der Translationsinitiation stehen.
1.5 Funktion von spezifischen Translationsfaktoren
Die Initiation der Translation von mindestens fünf mitochondrialen mRNAs erfordert
spezifische Aktivatorproteine (Fox, 1996). Die zum gegenwärtigen Zeitpunkt
identifizierten Translationsaktivatoren sind im folgenden genannt (Tab. 1).
Protein Translationsaktivatoren Referenzen
Apocytochrom b
Cbs1p, Cbs2p,
Cbp6p
Rödel et al. (1986)
Dieckmann and Tzagoloff (1985)
Cox1p
Pet309p,
Mss51p
Manthey and McEwen (1995)
Siep et al. (2000)
Cox2p Pet111p Poutre and Fox (1987)
Cox3p Pet54p, Pet122p, Pet494p Costanzo and Fox (1988)
Oli1p
Aep1p,
Aep2p
Payne et al. (1993)
Finnegan et al. (1995)
Tab. 1: Mitochondrial codierte Proteine und ihre spezifischen
Translationsaktivatoren in Hefe
In bisherigen Untersuchungen konnten keine homologen Proteine für
Translationsaktivatorproteine in phylogenetisch weiter entfernten Organismen
gefunden werden. Die Suche nach Proteinen, die spezifisch die Funktion von COX2-
und COX3-Aktivatoren (Pet111p, Pet54p, Pet122p, Pet494p) ersetzen können, führte
jedoch zur Identifikation funktionshomologer Proteine in den Hefen S. kluyveri und
Kluyveromyces (K.) lactis (Costanzo et al., 2000). In S. kluyveri wurden homologe
Proteine für Pet111p und Pet122p und in K. lactis für Pet111p identifiziert. Die
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Deletion der identifizierten Proteine in den entsprechenden Organismen verursachte
den Ausfall der Translation der COX2- bzw. COX3-mRNA. Die funktionshomologen
Proteine sind allerdings nicht in der Lage, die Funktion von Pet111p bzw. Pet122p in
S. cerevisiae zu ersetzen. Die 5´-nicht-translatierten Leaderbereiche der COX2- bzw.
COX3-mRNA von S. kluyveri und K. lactis zeigen untereinander wenig Ähnlichkeit,
aber auch nicht zu den entsprechenden Leadersequenzen in S. cerevisiae.
Von Zellen, die Mutationen in den nukleären Genen der Translationsaktivatoren der
COX2-mRNA, COX3-mRNA, COB-mRNA oder in einem Translationsaktivatorprotein
der COX1-mRNA (Pet309p) tragen, wurden mitochondriale Suppressoren isoliert
(Überblick: Dieckmann and Staples, 1994). Diese Zellen sind wieder in der Lage,
eine funktionsfähige Atmungskette zu bilden und können wie Wildtypzellen Glycerin
als C-Quelle verwerten. Die Analyse dieser Stämme zeigte, dass ein
heteroplasmischer Zustand vorlag, in dem ein Wildtypgenom und ein mutiertes
mitochondriales Genom (rho-) gleichzeitig vorhanden waren. Untersuchungen einer
mitochondrialen Suppressormutante zu einer cbs1-Mutante zeigten, dass die
Synthese von Cytochrom b durch ein Rearrangement in der mitochondrialen DNA
wiederhergestellt werden kann, bei dem der 5´-seitige nicht-translatierte Leader des
OLI1-Gens mit dem COB-Strukturgen fusioniert ist. Eine, vom Suppressor-rho--
Genom abgeleitete, chimäre OLI1-COB-mRNA mit dem Leaderbereich des OLI1-
Gens kann in cbs1- bzw. cbs2-Mutanten translatiert werden. Der Ausstausch des
COB-Leaders gegen den OLI1-Leader erlaubt die Translation von Apoytochrom b
unabhängig von einem funktionellen CBS1- bzw. CBS2-Gen (Rödel et al., 1985;
Rödel et al., 1986). Diese Ergebnisse waren ein erster Hinweis, dass das Target der
spezifischen Aktivatorproteine im 5´-nicht-translatierten Leaderbereich der COB-
mRNA liegt. Weitere genetische Hinweise auf den Wirkort dieser Aktivatoren lieferten
Experimente, in denen chimäre mRNA Konstrukte zwischen dem COB-
Leaderbereich und dem COX3-Strukturgen hergestellt wurden (Rödel and Fox,
1987). Die Translation dieser chimären RNA steht dadurch unter Kontrolle des
spezifischen COB-Translationsaktivators Cbs1p und vermutlich Cbs2p. Weiterhin
wurde die Abhängigkeit der Translation der chimären mRNA zwischen dem 54 bp
langen 5´-Leader der COX2-mRNA und dem COX3-Strukturgen von Pet111p
nachgewiesen (Mulero and Fox, 1993b). Für die Aktivatorproteine, die spezifisch für
die Translation der mRNAs für die integralen Membranproteine Cox1p, Cox2p,
Cox3p und Apocytochrom b sind, wurde die Assoziation mit der inneren
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Mitochondrienmembran gezeigt (Michaelis et al., 1991; McMullin and Fox, 1993;
Manthey et al., 1998; Siep et al., 2000; Green-Willms et al., 2001). Ebenso wurden
drei Gene (PET123, MRP1, MRP17), die für Proteine der kleinen mt ribosomalen UE
codieren, als nukleäre Suppressoren einer pet122-Mutation identifiziert (McMullin et
al., 1990; Haffter et al., 1991; Haffter and Fox, 1992). Dieser Befund deutet darauf
hin, dass Pet122p zur Aktivierung der Translation der COX3-mRNA mit der kleinen
mitochondrialen ribosomalen UE interagiert. Ein in die gleiche Richtung weisendes
Ergebnis wurde für Cbs2p erhalten. Mit gegen Cbs2p gerichteten Antikörpern wurde
eine Signal in einem 2D-Gel von Proteinen der kleinen mitochondrialen ribosomalen
UE detektiert (Michaelis et al., 1991). Die mögliche Assoziation von Cbs2p mit
mitochondrialen Ribosomen könnte die Translation der COB-mRNA in räumlicher
Nähe der Membran bewirken. Unterstützt wird diese Hypothese durch den Befund,
dass Abc1p, welches an der Ubiquinonbiosynthese beteiligt ist (Do et al., 2001) und
als Chaperon bei der Assemblierung von Komplex III diskutiert wird, als multi copy
Suppressor einer cbs2-Mutante identifiziert wurde (Bousquet et al., 1991).
Die mRNA-spezifischen Translationsaktivatoren scheinen eine duale Rolle in der
mitochondrialen Genexpression zu spielen. Einerseits sind sie potenzielle
Kandidaten, die die sehr hydrophoben mitochondrialen Translationsprodukte zur
inneren Membran führen können (Fox, 1996). Andererseits sind sie möglicherweise
an der Regulation der Translationsrate von individuellen mRNAs beteiligt (Steele et
al., 1996). Wie bereits beschrieben ist die Translation von Cox2p von dem
spezifischen Aktivatorprotein Pet111p abhängig. Mutationen im 5´-nicht-translatierten
Leader von COX2, z.B. die Deletion einer Base an Position –24 (relativ zum
Translationsinitiationscodon), führt zur Reduktion der Translation der COX2-mRNA
und zum reduzierten Wachstum der Mutanten auf Glycerin. Die Insertion von vier
Basen an dieser Stelle und die Deletion der Basen –30 bis –2 führen sogar zur
vollständigen Blockierung der Translation der COX2-mRNA und zur
Respirationsdefizienz (Mulero and Fox, 1993a). Aufgrund von Mutationsanalysen
konnten funktionelle Elemente des COX2 5´-nicht-translatierten Leaders,
einschließlich einer möglichen RNA stem-loop Struktur, die funktionell mit Pet111p
interagiert und eine Oktanukleotidsequenz, welche in allen S. cerevisiae
mitochondrial mRNAs anwesend ist, als potenzielle RNA Bindungsstellen identifiziert
werden (Dunstan et al., 1997).
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Untersuchungen zur Regulation der Genexpression werden häufig unter
Verwendung von Reportergenen durchgeführt. Standard-Reportergene wie lacZ
können für Untersuchungen der mitochondrialen Genexpression nicht genutzt
werden, da der genetische Code nicht universell ist. Vier der 64 Codons haben in
Mitochondrien andere „Bedeutungen“ als die gleichen Codons in anderen Genomen.
Deshalb wurde ein synthetisches Gen, das spezifisch auf den mitochondrialen
genetischen Code zugeschnitten ist, hergestellt. Es handelt sich dabei um das Gen
für das lösliche Matrixenzym Acetylornithin-Aminotransferase, welches
normalerweise durch das nukleäre ARG8-Gen codiert wird (Steele et al., 1996).
Wenn dieses synthetische Gen, ARG8m, in die mitochondriale DNA anstelle des
COX3-Genes inseriert wird, ist es in der Lage, vollständig einen Arg- Phänotyp einer
nukleären arg8-Deletion zu komplementieren (Fox, 1996). Damit wurde ein
synthetisches Gen zur Untersuchung der mitochondrialen Genexpression
geschaffen. Durch Veränderungen des Translationsstartcodons eines chimären
COX2-ARG8m-Genes konnte gezeigt werden, dass eine downstream Reinitiation der
Translation in Mitochondrien von S. cerevisiae nicht erfolgt. Auch durch eine
Überexpression des Pet111-Gens konnte keine downstream Reinitiation erreicht
werden (Bonnefoy and Fox, 2000). Die Analyse der ersten 91 Codons von COX2
mittels des chimären Gens COX2-ARG8m führte zu der Entdeckung, dass es in der
codierenden Sequenz antagonistische Elemente gibt, die die Translation
kontrollieren. Ein positiv wirksames Element befindet sich in den ersten 14 Codons,
die für das Leaderpeptid codieren, während sich ein negativ agierendes Element
innerhalb der Codons 15-91 befindet. Mutationsanalysen dieses Bereiches führten zu
der überraschenden Entdeckung, dass die mRNA Sequenz der ersten 6 Codons des
Leaderpeptids eine wichtige Rolle bei der positiven Kontrolle der Translation spielt
(Bonnefoy et al., 2001). Weiterhin wurde gezeigt, dass zwei Mutationen die
Translation teilweise blockieren und durch benachbarte Sequenzsubstitutionen, die
eine vorausgesagte Sekundärstruktur schwächen, supprimiert werden können. Diese
zwei Mutationen können auch durch die Überproduktion von Pet111p oder durch das
mt ribosomale Protein MrpL36p der großen UE komplementiert werden. Deshalb
schlagen die Autoren vor, dass regulatorische Elemente der translatierten COX2-
mRNA zusammen mit trans-wirksamen Faktoren eine wichtige Rolle bei der
regulierten Synthese von prä-Cox2p und dessen Insertion in die mitochondriale
innere Membran spielen könnten.
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1.6 Die spezifischen Translationsaktivatoren Cbs1p und Cbs2p
Der Cytochrom bc1-Komplex ist ein oligomerer Membranproteinkomplex der inneren
Mitochondrienmembran. Er besteht bei S. cerevisiae aus 10 Untereinheiten (UE),
darunter drei katalytische Untereinheiten mit den charakteristischen prosthetischen
Gruppen: zwei b Typ Häm-Cytochrome, ein Cytochrom c1 und einem [2Fe-2S]-
Cluster (Hunte et al., 2000). Neun UE sind kerncodiert, nur eine UE, Cytochrom b,
wird durch das mitochondriale Genom codiert.
Durch Pillar et al. (1983) wurden fünf nukleäre Mutanten in Stämmen mit der „langen“
COB-Version (vgl. 1.1) identifiziert, die fünf unterschiedlichen Komplementations-
gruppen angehören und verschiedene Defekte in der Reifung der COB-prä-mRNA
zeigen. Zwei dieser Mutanten, MK2 (cbs1-1) und MK6 (cbs2-1), wurden ursprünglich
wegen ihres Defektes bei der COB-prä-mRNA Prozessierung untersucht. Sie bilden
keine reife COB-mRNA, statt dessen akkumulieren sie eine Vorstufe der Cytochrom
b-mRNA mit den Introns bI2, bI3 und bI4. Im Gegensatz zu spleißdefekten Mutanten
kommt es in den cbs1- und cbs2-Mutanten aber nicht zur Anreicherung der bI2
Maturase (vgl. Schema in Abb. 1b). Dieses Ergebnis spricht dafür, dass die
Translation des Apoproteins gestört ist und der Spleißdefekt sekundärer Natur ist.
Diese Interpretation wird bestätigt durch die Beobachtung, dass selbst bei Vorliegen
eines intronlosen COB-Gens kein Translationsprodukt nachgewiesen werden kann
(Rödel, 1986).
CBS1 und CBS2 wurden von einer genomischen Hefe DNA Bank durch funktionelle
Komplementation der cbs1- (MK2) und cbs2- (MK6) Mutanten isoliert (Rödel et al.,
1986). Der Leserahmen von CBS1 sowie von CBS2 befindet sich auf Chromosom IV
(Michaelis et al., 1988; Forsbach et al., 1989). CBS1 codiert für ein Protein mit
233 As, welches durch eine hohe positive Nettoladung gekennzeichnet ist (16,7 %
basische As, 8,6 % saure As). Der ORF von CBS2 codiert für ein 389 As großes
Protein, welches ebenfalls reich an positiven Ladungen ist (15,9 % basische As,
9,3 % saure As). Beide Gene weisen einen niedrigen Codon Bias Index (CBI) auf (-
0,02 für CBS1 und 0,06 für CBS2) (Rödel, 1997). Die niedrigen CBI Werte deuten
darauf hin, dass es sich bei CBS1 und CBS2 um schwach exprimierte Gene handeln
könnte. Die Expression von CBS1 wird auf der Ebene der Transkription durch die
angebotene C-Quelle und die Verfügbarkeit von Sauerstoff reguliert (Forsbach et al.,
1989). Unter anaeroben Verhältnissen ist die Expression von CBS1 um ein Drittel
reduziert. Ebenso erfolgt ein Anstieg der Transkriptmenge, wenn der Zelle eine nicht
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fermentierbare C-Quelle wie Glycerin anstelle von Glucose angeboten wird.
Untersuchungen zur Expression von CBS2 wurden bisher nicht durchgeführt. Die
Deletion jedes der beiden Gene in einem Wildtypstamm führt zur Atmungsdefizienz
und bedingt den gleichen Phänotyp wie die ursprünglichen Mutationen (Rödel et al.,
1986).
Bisher wurde kein homologes Protein zu Cbs1p identifiziert. Im Rahmen der
Sequenzierung des Hefegenoms von S. cerevisiae wurde in Form des Leserasters
YHR063C ein Gen identifiziert, das mit 21 % Identität nennenswerte Homologie zu
Cbs2p aufweist (Ouzounis et al., 1995). Außerdem zeigen die 55 As am C-Terminus
von Cbs2p 36 % Identität zu einem internen Segment eines mitochondrial codierten
Proteins (ORF 1740) von Dictyostelium discoideum, dessen Funktion unbekannt ist.
Das Vorläuferprotein von Cbs1p besitzt eine molekulare Masse von 27 kDa und wird
in den Mitochondrien zum reifen 23,5 kDa Protein prozessiert (Körte et al., 1989).
Interessanterweise ist die abspaltbare Präsequenz von Cbs1p (As1-29) nicht
essentiell für den mitochondrialen Import (Krause-Buchholz et al., 2000). Bei Cbs2p
(45 kDa) gibt es im Gegensatz zu Cbs1p keine Evidenz für eine aminoterminale
Präsequenz. Der Import von in vitro synthetisiertem Cbs2p verläuft ohne erkennbare
proteolytische Prozessierung (Michaelis and Rödel, 1990). Detaillierte
Untersuchungen zur subzellulären Lokalisierung zeigen, dass Cbs1p und Cbs2p mit
der inneren Mitochondrienmembran assoziiert sind. Für Cbs1p konnte gezeigt
werden, dass es als peripheres Membranprotein fest mit der inneren
Mitochondrienmembran matrixseitig assoziiert vorliegt. Cbs2p ist über ionische
Wechselwirkungen mit der inneren Membran assoziiert (Michaelis et al., 1991). Wie
schon unter 1.5 beschrieben, weisen genetische Daten darauf hin, dass der 5´-nicht-
translatierte Leaderbereich des COB-Gens ein Target von Cbs1p und Cbs2p sein
könnte (Rödel et al., 1985; Rödel, 1986). Durch Mittelmeier and Dieckmann (1995)
wurden Auswirkungen von Deletionen im 5´-nicht-translatierten Leaderbereich der
Cytochrom b-mRNA auf die Translation untersucht. Sie identifizierten
Sequenzelemente, die für eine Cbs1p- und Cbs2p-abhängige Translation der
Cytochrom b-mRNA notwendig sind. Die Deletionsanalysen haben zwei potenzielle
Bindungsstellen ergeben. Diese liegen in den Bereichen von –170 bis –104 und/oder
zwischen –60 bis +1 (relativ zu A[+1]UG des COB-Leserahmens).
Die Membranassoziation von Cbs1p und Cbs2p sowie die potenzielle Interaktion
eines und/oder beider Proteine mit dem 5´-Leaderbereich der COB-mRNA würde die
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Translation von Apocytochrom b in räumlicher Nähe zur Membran ermöglichen und
die korrekte Membraninsertion von Cytochrom b erlauben. Eine Interaktion von
Cbs1p und/oder Cbs2p mit mitochondrialen Ribosomen könnte den Kontakt zur
mitochondrialen Translationsmaschinerie herstellen.
1.7 Zielsetzung der Arbeit
Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist das CBS2-Gen, das neben CBS1 spezifisch
für die Translation der COB-mRNA benötigt wird. Nach einem Modell von Michaelis
et al. (1991) können Cbs1p und/oder Cbs2p die COB-mRNA an die mitochondriale
Innenmembran führen. Weiterhin wäre durch eine mögliche Interaktion von Cbs2p
mit mitochondrialen Ribosomen der Kontakt zwischen der COB-mRNA und der
mitochondrialen Translationsmaschinerie hergestellt.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, möglichst detailliert die Funktion von
Cbs2p aufzuklären, um das oben genannte Modell zu widerlegen oder zu bestätigen.
Im Mittelpunkt steht dabei die Frage, ob die vermutete Assoziation von Cbs2p mit
mitochondrialen Ribosomen nachgewiesen werden kann.
Ausgehend von der Hypothese, dass die Translation der COB-mRNA in räumlicher
Nähe des Bestimmungsortes von Cytochrom b stattfinden könnte, soll mittels Blauer
Nativ-Gelelektrophorese überprüft werden, ob Cbs2p als Mono- oder Multimer in
einem höher molekularen Komplex (z.B. Komplex III) vorliegt.
Durch Bousquet et al. (1991) wurde ABC1 als multi copy Suppressor der cbs2-223-
Mutation identifiziert. Aufgrund dieses genetischen Befundes ist Abc1p ein
potenzieller Interaktionspartner von Cbs2p. Experimente sollen klären, ob tatsächlich
eine physikalische Wechselwirkung zwischen beiden Proteinen existiert.
Ferner soll im Rahmen dieser Arbeit geklärt werden, ob es sich bei dem oben
erwähnten Yhr063cp, das mit 21 % Identität nennenswerte Homologie zu Cbs2p
aufweist, um ein funktionell homologes Protein handelt.
Da zu Beginn dieser Untersuchungen keine Homologen aus anderen Organismen
bekannt waren, sollen funktionell wichtige Bereiche des Proteins mittels
Deletionsanalysen und site-spezifischer Mutagenese im N-und C-terminalen Bereich
von Cbs2p identifiziert werden.
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Schließlich sollte der Import von Cbs2p in die Mitochondrien näher untersucht
werden. Insbesondere soll geprüft werden, ob der vermutlich nicht prozessierte N-
Terminus von Cbs2p einen für den Import essentiellen Bereich darstellt.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Abkürzungsverzeichnis
Abb. Abbildung
AD Aktivierungsdomäne von Gal4p
ADH1 Promotor der Alkoholdehydrogenase 1
Amp Ampicillin
AmpR Ampicillin-resistent
APS Ammoniumperoxodisulfat
ATP Adenosintriphosphat
As Aminosäure(n)
BD DNA-Bindedomäne von Gal4p
bp Basenpaar(e)
BSA Rinder-Serumalbumin
C-Quelle Kohlenstoffquelle
C-Terminus Carboxylterminus
COX Cytochrom c-Oxidase
C Cytosol
ddH2O bidestilliertes Wasser
dH2O destilliertes Wasser
DIG Digoxigenin
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
HA Epitop des Hämagglutinin
HRP „horseradish-peroxidase“, Meerrettich-Peroxidase
IM innere Mitochondrienmembran
IMS mitochondrialer Zwischenmembranraum
kbp Kilobasenpaar(e)
kDa Kilodalton
KSLM Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskopie
LB Luria Bertani
M Mitochondrien
MDa Megadalton
MM Minimalmedium
mRNA messenger RNA
mt mitochondrial
MW Molekulargewicht
n.d. nicht durchgeführt
N-Terminus Aminoterminus
OD600 optische Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm
OEP Overlap-Extension-PCR
OM äußere Mitochondrienmembran
ORF „open reading frame“; offener Leserahmen
PAA Polyacrylamid
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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P Pellet
PCR „polymerase chain reaction“; Polymerasekettenreaktion
PEG Polyethylenglycol
PI-Mix Proteinaseinhibitor-Mix
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
RNA Ribonukleinsäure
RT Raumtemperatur
s. siehe
SDS Natriumdodecylsulfat
SFH „short flanking homology“; Homologie in kurzen flankierenden
Bereichen
Tab. Tabelle
TCA Trichloressigsäure
Temed N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin
TM Transmembran
UE Untereinheit
üN über Nacht
ÜNK Übernachtkultur
UV Ultraviolett
VT Volumenteil
v/v Volumenanteil/Volumenanteil
w/v Gewichtsanteil/Volumenanteil
wt Wildtyp
YNB Yeast Nitrogen Base
YPD Yeast extract/Peptone/Dextrose
ZNG Zellnaßgewicht
2.1.2 Feinchemikalien
Acrylamid/Bisacrylamid Roth
Agar ICN, Roth
Agarose Gibco-BRL
Ampicillin Roth
APS ICN
BSA Sigma
CDP-Star Tropix
CoomassieBrillantblau G250 Merck
dNTP-Mix Gibco-BRL
Dimethylsulfoxid Sigma
Dithiothreitol Sigma
Ethidiumbromid Sigma
GSH-Sepharose 4B Amersham Pharmacia Biotech
Heringssperma DNA Gibco-BRL
IPTG Sigma
Lambda DNA EcoRI+HindIII Marker Gibco-BRL
Lysozym   Roth
PMSF Sigma
Protease-Inhibitoren-Cocktail, EDTA-frei Boehringer Mannheim
Protein A- und Protein G-Agarose Santa Cruz Biotechnology
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Proteinmarker:
BenchmarkTM Protein-Ladder Gibco-BRL
Precision Protein StandardsTM Bio-Rad
Temed Gibco-BRL
Triton X-100 Calbiochem
Tween 20 Merck
YNB Difco, Gibco-BRL
2.1.3 Enzyme
Restriktionsenzyme Gibco-BRL
Alkalische Phosphatase Gibco-BRL
Taq-Polymerase Gibco-BRL, InViTek
Pwo-Polymerase Boehringer Mannheim
Combi-Polymerase InViTek
T4-Ligase Promega
RNase A Boehringer Mannheim
Proteinase K ICN
Zymolyase 20T ICN
2.1.4 Verbrauchsmaterialien und Kit-Systeme
ImmobilonTM-P PVDF-Membran Millipore
Gel Blotting Papier Schleicher & Schuell
Röntgenfilme Amersham Pharmacia Biotech
ECLplus-SystemesTM Amersham Pharmacia Biotech
Jetquick PCR Purification Spin Kit Genomed
Jetquick Gel Extraction Spin Kit Genomed
Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit Genomed
Jetstar 2.0 Plasmid Midi Kit Genomed
DC-Protein Assay Bio-Rad
DIG DNA Labeling and Detection Kit Boehringer Mannheim
Thermo-Sequenase fluorescent labelled
primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP Amersham Pharmacia Biotech
2.1.5 Antikörper
Die nachfolgend aufgeführten monoklonalen Antikörper wurden entsprechend den
Angaben des Herstellers in PBS (s. 2.1.12) gelöst und bei –20°C gelagert.
Für Westernanalysen wurden die Antikörper in 1x TBS-T, 5 % Magermilchpulver (s.
2.1.12) in den folgenden Verdünnungen eingesetzt:
Monoklonale Antikörper:
mouse-Anti-HA (Boehringer Mannheim) 1:1000
mouse-Anti-GFP (Boehringer Mannheim) 1:1000
mouse-Anti-Cox1p (Molecular Probes) 1:400
mouse-Anti-Cox2p (Molecular Probes) 1:250
mouse-Anti-Cox3p (Molecular Probes) 1:1000
mouse-Anti-Pgk1p (Molecular Probes) 1:1000
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Die aufgeführten polyklonalen Antikörper bzw. sekundären Antikörper wurden in 1x
TBS/T, 5 % Magermilchpulver in den folgenden Verdünnungen eingesetzt:
Polyklonale Antikörper:
rabbit-Anti-Sco1p (Buchwald et al., 1991) 1:2000
rabbit-Anti-Cit1p (Krummeck, 1992) 1:1000
rabbit-Anti-Hsp70p (erhalten von W. Voos, Freiburg) 1:1000
rabbit-Anti-Cyt1p (Zollner et al., 1992) 1:1000
rabbit-Anti-Nam9p (erhalten von A. Chacinska, Warschau) 1:1000
Sekundäre Antikörper:
sheep-Anti-mouse IgG-HRP (Amersham Pharmacia Biotech) 1:5000
donkey-Anti-rabbit IgG-HRP (Amersham Pharmacia Biotech) 1:5000
2.1.6 Oligonukleotide
Die in der folgenden Tabelle aufgeführten Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech
bezogen. Restriktionsschnittstellen sind kursiv und SFH-Überhänge fett geschrieben.
Eingeführte Mutationen sind rot gekennzeichnet. Durch “*“ gekennzeichnete
Sequenzierprimer sind 5‘-seitig Fluoreszenz-markiert (IRD800).
Primer Sequence (5´                    3´) Schnittstelle
1 CGACTCACTATAGGGCGAATTGGG
2 TATATAGGATCC TTATCACAGAAGTATATCATTCCAC BamHI
3 TATATAGGATCC TTATCACTTAGTAATAAACTGTTTCCC BamHI
4 TATATAGGATCC TTATCAATCTAGTGCTTTTTGCTTAG BamHI
5 TATATAGCGGCCGC TTATCAATGATAATCTAGTGCTTTTTG NotI
6 TATATAGCGGCCGC TTATCAGTAATGATAATCTAGTGC NotI
7 TATATAGCGGCCGC TTATCACAGGTAGGTATAATCTAGTGCTTTTTG NotI
8 TATATAGCGGCCGC TTATCACAGGTAATGTTGATCTAGTGCTTTTTG NotI
9 TATATAGCGGCCGC TTATCACAGTTGATGATAATCTAGTGCTTTTTG NotI
10 TATATAGCGGCCGC TTATCACAGGTAATGAAAATCTAGTGCTTTTTG NotI
11 TATATAGCGGCCGC TTATCACAGAAAATGATAATCTAGTGCTTTTTG NotI
12 TATATAGCGGCCGC TTATCACAGGTAATGAACATCTAGTGCTTTTTG NotI
13 TATATAGCGGCGCC TTATCACAGAACATGATAATCTAGTGCTTTTTG NotI
14 TATATAGCGGCCGC TTATCACAGCTGATGTTGATCTAGTGCTTTTTG NotI
15 TATATAGCGGCCGC TTATCACAGAAAATGAAAATCTAGTGCTTTTTG NotI
16 TATATAGCGGCCGC TTATCACAGAACATGAACATCTAGTGCTTTTTG NotI
17 TATATATAGAGCTCGGTCTCGGTATAGTCAGTGACAAC SacI
18 TATATATAGTCGACTTTTTTCCTCTTTTTCGGTGGATTCCTGAGG SalI
19 TATATAGCGGCCGC TTATCAATGATGATGATGATCTAGTGCTTTTTG NotI
20 TATATAGCGGCCGC TTATCAATGATGATGATGATGATGCAGGTAATGATA NotI
21 TATATAGGATCC ATGACTGCACCACACAGAAGTAC BamHI
22 TATATACTGCAG TCAGTCCTTTCTCCAGTCACC PstI
23 GGCGGCCGCTAACGGTTTCTCGAGAAAGGCTTATGCTGCCCGTACGCTGCAGGTCGAC
24 CTGGCTGATATCCGCGCATTTTCAGTCCTTTCTCCAGTCAATCGATGAATTCGAGCTCG
25 TATATATCTAGACAATCTGGTAGATTTATGGGAC XbaI
26 GTCAGGAACATCGTATGGGTAAACTTTATAGGCAAAAATCTC
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27 GAGATTTTTGCCTATAAAGTTTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCG
28 TATATACTGCAGTTATCAGCGGCCGCACTGAGC PstI
29 GGCCTCGATTGATTACTTTTGCAAGAGTTTGTAGGGAAGGGCTTTTCAATTCAATTCATC
30 CGACAGTGACAGTGATTATCAATCGAAATGGGCTTCATGCGGGTAATAACTGATATAATTA
AATTGAAGC
31 GGTCTCGGTATAGTCAGTGACAACATCAACTACTTAATATTTAGCTTGCCTCGTCCCCGC
32 TAATACAATAATAGCAATATATGTGACGAACTGTGTTCTACTCGACACTGGATGGCGGCGT
33 TATATAGCGGCCGCTCACAGGTAATGATAATCTAGTGC NotI
34 TATATATAGGATCCCACTGAGCTTTTAATTTGGACCG BamHI
35 TATATATAGTCGACGCAAGTACATGTGCGCAGCAGCC SalI
36 TATATAGTCGACTTATCACAGGTAATGATAATCTAGTGC SalI
37 TATATAGGATCCATGGTTTACTCTCTAGGGAACTCAGCC BamHI
38 TATATAGGATCCATGTCTCTAGGGAACTCAGCCATG BamHI
39 TATATAGGATCCATGGGGAACTCAGCCATGACGTAC BamHI
40 TATATAGGATCCATGACGTACTTACTAGCATTGAGAATTGC BamHI
41 TATATAGGATCCATGCAACTCCCGAGTCAACCAAAGG BamHI
42 TATATAGGATCCATGGTTGTTCTTCTTTTAAACGACCAG BamHI
43 TATATATAGAATTCTTATCACAGGTAATGATAATCTAGTG EcoRI
44 GGACCGTTATTATTGTGCCATGTATTCTCCCCATCCCCCGTACGCTGCAGGTCGAC
45 CGGAAGTGCCAGTGCCCATGCTTCTCTTCGCAAGTACATGATCGATGAATTCGAGCTCG
46 TATATATAGAGCTCCACTGAGCTTTTAATTTGGACCG SacI
47 TATATATAGTCGACACAGGTAATGATAATCTAGTGCTTTTTG SalI
48 ATGGTTTACTCTCTAGGGAACTCAGCC
49 GGCTGAGTTCCCTAGAGAGTAAACCATTATCGTATTCTGGATTTTTTTAATCCTTTG
50 ATGACGTACTTACTAGCATTGAG
51 CAATGCTAGTAAGTACGTCATTATCGTATTCTGGATTTTTTTAATCCTTTGCG
52 ATGCAACTCCCGAGTCAACCAAAGGTTCC
53 AACCTTTGGTTGACTCGGGAGTTGCATTATCGTATTCTGGATTTTTTTAATCCTTTG
54 ATGGTTGTTCTTCTTTTAAACGACCAG
55 CTGGTCGTTTAAAAGAAGAACAACCATTATCGTATTCTGGATTTTTTTAATCCTTTG
56 TATATATAGGATCCATGTCAAGCTCAATACCTAGAG BamHI
57 TATATATAGAATTCCAGGTAATGATAATCTAGTGC EcoRI
58 TATATAGGATCCATGTCAAGCTCAATACCTAGAGTTTACTCTCTAGGGAACTCAG BamHI
CCAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTG
59 TATATATAGTCGACTTATCATTTGTATAGTTCATCCATGCCATG SalI
60 TATATATAGAATTCTGCAATTCTCAATGCTAGTAAGTAC EcoRI
61 TATATATAGAATTCTGATGGAACCTTTGGTTGACTCGGGAG EcoRI
62 TATATAGAATTCATGAATAATGACTCTAAAATTATTGTTAAATCG EcoRI
63 TATATATAGAATTCCAGAAGTATATCATTCCACTTGCAG EcoRI
64 TATATATAGAATTCCAATTGATTTAAAGATTGGGCCAACTTAG EcoRI
65 TATATAGCGGCCGCCACTGAGCTTTTAATTTGGACCG NotI
66 TATATAGGATCCTATCGTATTCTGGATTTTTTTAATCCTTTGCG BamHI
67 TATATAGAGCTCCACTGAGCTTTTAATTTGGACCG SacI
68 TATATAGGATCCATGTCAAGCTCAATACCTAGAG BamHI
69 TATATACTGCAGTCACAGGTAATGATAATCTAGTGC PstI
70 TATATATACTGCAGATGGTTACAAATATGGTGAAATTG PstI
71 TATATATAGTCGACTCATTAAACTTTATAGGCAAAAATCTC SalI
72 CTAGGTATTGAGCTTGACATTATCGTATTCTGGATTTTTTTAATCCTTTGCG
73 ATGTCAAGCTCAATACCTAG
74 TATATACTGCAGTTATCATTTGTATAGTTCATCCATGCCATG PstI
75 TATATATACCCGGGTTATCAGCGGCCGCACTGAGCAGC SmaI
76 ATGTCTCTAGGGAACTCAGCCATGACG
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77 CGTCATGGCTGAGTTCCCTAGAGACATTATCGTATTCTGGATTTTTTTAATCCTTTG
78 TATATAGTCGACATGTTCTTTACTGTAACGCGCTTATGGCAG SalI
79 CTTCCCACGTTCACATAGCCTC HindIII
80 TATATAGTCGACATGTCAAGCTCAATACCTAGAGTTTACTCTCTAGGGAACTCAGCCTTC SalI
TTTACTGTAACGCGCTTATGGCAG
81 TATATAGAATTCCATGGTTACAAATATGGTG EcoRI
82 TATATAGTCGACTTAAACTTTATAGGCAAAAAT SalI
uni-21* TGTAAAACGACGGCCAGT
rev-29* CAGGAAACAGCTATGACC
GSTfor* GGGCTGGCAAGCCACGTTTG
GST-rev* CCGGGAGCTGCATGTGTCAG
GFP-rev* GCCCATTAACATCGCCATCTAATTC
GFP-int-for* GGTGATACCCTTGTTAATAG
GFP-int-rev* CTAGTTGAACGCTTCCATC
cbs2-rev1* TCGTAGCCTGGAAATTTCTC
cbs2-rev2* CAACTGATGGAACCTTTGG
cbs2-45s* CCATGACGTACTTACTAGC
cbs2-586s* CTCTAAGAGGTGACAGGC
ADH-rev* GGAGGGCGTGAATGTAAGCG
ABC1-int-for* CAAGGGTACAGAATAGTGC
2.1.7 Genetische Nomenklatur
pet Mutation im Kerngenom, die Atmungsdefizienz verursacht.Zellwachstum ist nur auf vergärbaren Substraten möglich.
PET Wildtyp-Genotyp
rho- Größere Deletion im mt Genom, die zum Ausfall der mtProteinbiosynthese führt.
rho0 Vollständiger Verlust des mt Genoms.
rho+ Vollständiges mitochondriales (WT) Genom.
a/α Paarungstypen bei S. cerevisiae
2.1.8 Stämme
2.1.8.1 Escherichia coli (E. coli)
Stamm Genotyp Referenz
DH5α Φ80dlacZ∆M15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17
(rK-, mK+), supE44, relA1, deoR, ∆(lacZYA-argF)U169
Gibco-BRL
JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK-, mK+), supE44,
relA1, I-, ∆(lac-proAB), [F‘, traD36, proA+B+, laclqdM15]
BioLabs
BL21 F-[dcm], ompT, [lon], hsdS(rB-mB-), gal BioLabs
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2.1.8.2 Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)
Stamm Genotyp Referenz
CEN.PK2 MATa/α, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52,
[rho+]
erhalten von R.J.
Schweyen (Wien)
DBY747 MATa, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52, [rho+] ATCC 44774
CG379 MATα, ade5, his7-2, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-
52, [rho+]
Yeast Genetic Stock
Center Berkeley
UM1 MATα, ade5, his7-2, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52
cbs2::URA3, [rho+]
Michaelis (1991)
MK6 MATα, leu2, ura3, cbs2-1, [rho+] Rödel et al. (1986)
BS3-10 MATa, leu2, ura3, cbs2-223, [rho+] Bousquet et al.
(1991)
BS12-1B MATα, ade2, leu2, trp1, his3, ura3, can1-100,
abc1::URA3, [rho+]
Bousquet et al.
(1991)
KT1 MATa, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52,
cbs2::Sphis5+, [rho+]
diese Arbeit
KT2 MATa, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52,
cbs2::Sphis5+, cbs1::URA3, [rho+]
diese Arbeit
KT3 MATa, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52,
cbs2::Sphis5+, mrp13::CaURA3, [rho+]
diese Arbeit
KT4 MATa, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52,
cbs2::Sphis5+, mrp13::CaURA3,
leu2::YIp351MRP13-HA3x-LEU2, [rho+]
diese Arbeit
KT5 MATa, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52,
leu2::YIp351MRP13-HA3x-LEU2, [rho+]
diese Arbeit
HK1 MATa, his3-1, leu2-3, leu2-112, trp1-289, ura3-52,
yhr063c::Sphis5+, [rho+]
diese Arbeit
IL993-5c MATα, ilv5, [rho0] Wolf et al. (1973)
KL14-4a MATa, his1, trp2, [rho0] Wolf et al. (1973)
2.1.9 Vektoren und Plasmide
Plasmid Genotyp Referenz
YEp351 AmpR, LEU2, 2 µ, lacZ‘ Hill et al. (1986)
YEp351-3HA AmpR, LEU2, 2 µ, lacZ‘,
MCS/triple HA
R.J. Schweyen, Wien
YEp351-(1P) AmpR, LEU2, 2 µ, lacZ‘, SCO1-
Promotor
A. Lode, Dresden
YEp351-SCO1 AmpR, LEU2, 2 µ, lacZ‘, SCO1-
Promotor, SCO1-ORF
A. Lode, Dresden
YIp351 AmpR, LEU2, lacZ‘ Hill et al. (1986)
pRS415 AmpR, LEU2, CEN-ARS Sikorski and Hieter (1989)
pRS414 AmpR, TRP1, CEN-ARS Sikorski and Hieter (1989)
p424ADH AmpR, TRP1, 2 µ, ADH1-Promotor Mumberg et al. (1995)
p415ADH AmpR, LEU2, CEN-ARS, ADH1-
Promotor
Mumberg et al. (1995)
pGEX-4T3 AmpR, Tac-Promotor/GST-ORF/MCS,
lacIq-ORF
Amersham Pharmacia Biotech
pGFP-C-FUS AmpR, URA3, CEN-ARS, MET25-
Promotor/MCS/GFP-ORF
Niedenthal et al. (1996)
pAG61 AmpR, TEF-Promotor/CaURA3 Goldstein et al. (1999)
pFA6a-HIS3MX6 AmpR, TEF-Promotor/Sphis5+ Wach et al. (1997)
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2.1.10 Konstruierte Plasmide
Rekombinantes Plasmid Marker relevante Eigenschaften
pRS415-CBS2-Prom LEU2 CBS2-Promotor
YEp351-CBS2-Prom LEU2 CBS2-Promotor
pRS415-CBS2 LEU2 CBS2-Promotor, CBS2
YEp351-CBS2 LEU2 CBS2-Promotor, CBS2
p415ADH-CBS2 LEU2 ADH1-Promotor, CBS2
p424ADH-CBS2 TRP1 ADH1-Promotor, CBS2
pRS414-CBS2-3HA TRP1 CBS2-Promotor, CBS2-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p)
pRS415-CBS2-3HA LEU2 CBS2-Promotor, CBS2-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p)
YEp351-CBS2-3HA LEU2 CBS2-Promotor, CBS2-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p)
pRS414-CBS2-GFP TRP1 CBS2-Promotor, CBS2-GFP (C-terminale GFP-Fusion an Cbs2p)
pRS415-CBS2-GFP LEU2 CBS2-Promotor, CBS2-GFP (C-terminale GFP-Fusion an Cbs2p)
YEp351-CBS2-GFP LEU2 CBS2-Promotor, CBS2-GFP (C-terminale GFP-Fusion an Cbs2p)
pRS415-CBS2-His6tag LEU2 CBS2-Promotor, CBS2 (C-terminaler His6-Tag)
pRS415-cbs2-c-del1 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (∆L389 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-c-del2 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (∆Y388, ∆L389 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-c-del4 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (∆Y386-L389 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-c-del9 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (∆K380-L389 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-c-del20 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (∆T370-L389 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M1 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (H387T in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M2 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (Y386Q,Y388Q in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M3 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (386-389H in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M4 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (Y388Q in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M5 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (Y386Q in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M6 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (Y388F in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M7 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (Y386F in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M8 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (Y386F,Y388F in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M9 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (Y388V in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M10 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (Y386V in Cbs2p)
pRS415-cbs2-M11 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2 (Y386V,Y388V in Cbs2p)
GFP-C-FUS-CBS2 URA3 MET25-Promotor, CBS2-GFP (C-terminale GFP-Fusion an Cbs2p)
GFP-C-FUS-CBS2-1-15 URA3 MET25-Promotor, cbs2(1-15)-GFP (C-terminale GFP-Fusion an As 15 von Cbs2p)
GFP-C-FUS-CBS2-1-25 URA3 MET25-Promotor, cbs2(1-25)-GFP (C-terminale GFP-Fusion an As 25 von Cbs2p)
GFP-C-FUS-CBS2-1-35 URA3 MET25-Promotor, cbs2(1-35)-GFP (C-terminale GFP-Fusion an As 35 von Cbs2p)
GFP-C-FUS-CBS2-(36-389) URA3 MET25-Promotor, cbs2(36-389)-GFP (C-terminale GFP-Fusion an Cbs2p∆2-35)
GFP-C-FUS-CBS2-(51-389) URA3 MET25-Promotor, cbs2(51-389)-GFP (C-terminale GFP-Fusion an Cbs2p∆2-50)
GFP-C-FUS-CBS2-c-del-20 URA3 MET25-Promotor, cbs2(1-369)-GFP (C-terminale GFP-Fusion an As 369 Cbs2p)
GFP-C-FUS-CBS2-c-del-50 URA3 MET25-Promotor, cbs2(1-339)-GFP (C-terminale GFP-Fusion an As 339 Cbs2p)
pRS415-cbs2-∆2-7 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-7 (∆2-7 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-∆2-9 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-9 (∆2-9 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-∆2-11 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-11 (∆2-11 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-∆2-16 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-16 (∆2-16 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-∆2-25 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-25 (∆2-25 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-∆2-35 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-35 (∆2-35 in Cbs2p)
pRS414-cbs2-∆2-7-3HA TRP1 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-7-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p(∆2-7)
pRS414-cbs2-∆2-9-3HA TRP1 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-9-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p(∆2-9)
pRS414-cbs2-∆2-16-3HA TRP1 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-16-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p(∆2-16)
pRS414-cbs2-∆2-25-3HA TRP1 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-25-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p(∆2-25)
pRS414-cbs2-∆2-35-3HA TRP1 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-35-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p(∆2-35)
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YEp351-cbs2-∆2-7 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-7 (∆2-7 in Cbs2p)
YEp351-cbs2-∆2-9 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-9 (∆2-9 in Cbs2p)
YEp351-cbs2-∆2-11 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-11 (∆2-11 in Cbs2p)
YEp351-cbs2-∆2-16 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-16 (∆2-16 in Cbs2p)
YEp351-cbs2-∆2-25 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-25 (∆2-25 in Cbs2p)
YEp351-cbs2-∆2-35 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-35 (∆2-35 in Cbs2p)
YEp351-cbs2-∆2-7-3HA LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-7-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p(∆2-7)
YEp351-cbs2-∆2-9-3HA LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-9-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p(∆2-9)
YEp351-cbs2-∆2-16-3HA LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-16-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p(∆2-16)
YEp351-cbs2-∆2-25-3HA LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-25-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p(∆2-25)
YEp351-cbs2-∆2-35-3HA LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-∆2-35-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Cbs2p(∆2-35)
p424ADH-cbs2-∆2-7 TRP1 ADH1-Promotor, cbs2-∆2-7 (∆2-7 in Cbs2p)
p424ADH-cbs2-∆2-9 TRP1 ADH1-Promotor, cbs2-∆2-9 (∆2-9 in Cbs2p)
p424ADH-cbs2-∆2-11 TRP1 ADH1-Promotor, cbs2-∆2-11 (∆2-11 in Cbs2p)
p424ADH-cbs2-∆2-16 TRP1 ADH1-Promotor, cbs2-∆2-16 (∆2-16 in Cbs2p)
p424ADH-cbs2-∆2-25 TRP1 ADH1-Promotor, cbs2-∆2-25 (∆2-25 in Cbs2p)
p424ADH-cbs2-∆2-35 TRP1 ADH1-Promotor, cbs2-∆2-35 (∆2-35 in Cbs2p)
pRS415-cbs2-223 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-223 Allel
pRS415-cbs2-1 LEU2 CBS2-Promotor, cbs2-1 Allel
pGEX-4T3-CBS2 AmpR GST-CBS2 Fusion
pGEX-4T3-cbs2-M2 AmpR GST-cbs2 (Y386Q, Y388Q) Fusion
pGEX-4T3-cbs2-M9 AmpR GST-cbs2 (Y388V) Fusion
pGEX-4T3-cbs2-M10 AmpR GST-cbs2 (Y386V) Fusion
pGEX-4T3-cbs2-M11 AmpR GST-cbs2 (Y386V, Y388V) Fusion
pGEX-4T3-ABC1 AmpR GST-ABC1 Fusion
p415ADH-ABC1 LEU2 ADH1-Promotor, ABC1
p424ADH-ABC1 TRP1 ADH1-Promotor, ABC1
pRS415-ABC1-3HA LEU2 ABC1-Promotor, ABC1-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Abc1p)
YEp351-MRP13-3HA LEU2 MRP13-Promotor, MRP13-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Mrp13p)
YIp351-MRP13-3HA LEU2 MRP13-Promotor, MRP13-3HA (C-terminale 3-fach HA-Fusion an Mrp13p)
p415ADH-YHR063C LEU2 ADH1-Promotor, YHR063C
pRS415-sco1-∆2-32 LEU2 SCO1-Promotor, sco1-∆2-32 (∆2-32 in Sco1p)
pRS415-cbs2(1-15)-sco1(33-295) LEU2 SCO1-Promotor, cbs2-1-15-sco1-33-295 (Cbs2p(1-15)- Sco1p(33-295)
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2.1.11 Medien
2.1.11.1 Kultivierung von E. coli
Die Anzucht der E. coli Stämme DH5α, JM109 und BL21 wurde bei 37°C in LB-
Medium durchgeführt. Die Selektion der Transformanden erfolgte mit Ampicillin
(100 mg/l) im Medium.
LB-Medium: Hefeextrakt 0,5 %
Trypton 1,0 %
NaCl 0,5 %
Agar    2 % (für Platten)
pH-Wert auf 7,2 einstellen, autoklavieren
2.1.11.2 Kultivierung von S. cerevisiae
Die Anzucht der S. cerevisiae Stämme wurde bei 30°C in den entsprechenden
Medien durchgeführt.
YP Medium: Hefeextrakt 1 %
Pepton 2 %
Agar 2 % (für Platten)
nach Bedarf Zusatz von:
YPD Glucose 2 % (w/v)
YPRaf Raffinose 2 % (w/v)
YPGal Galaktose 2 % (w/v)
YPG Glycerin 3 % (v/v)
YPEG Glycerin 3 % (v/v), Ethanol 1 % (v/v)
Laktatmedium: Laktat (90 %) 22,0 ml/l
Glucose   1,0 g/l
Hefeextrakt   3,0 g/l
KH2PO4   1,0 g/l
NH4Cl   1,0 g/l
CaCl2 x H2O   0,5 g/l
MgCl2 x 2H2O   0,6 g/l
NaCl   0,5 g/l
NaOH   8,0 g/l
Den pH Wert mit NaOH auf 5,5 einstellen, mit dH2O auf 1 l auffüllen und
autoklavieren.
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Minimalmedium (MM):       (NH4)2SO4 5,0 g/l
YNB (w/o As und (NH4)2SO4) 1,7 g/l
Agar          25,0 g/l (für Platten)
Je nach verwendeter Kohlenstoffquelle wurde eine Endkonzentration von 2 %
Glucose, 2 % Raffinose, 2 % Galaktose oder 2 % Glycerin eingestellt. Dem
Minimalmedium wurden nach dem Autoklavieren die entsprechenden Aminosäuren
zugesetzt. Es wurde ein 50x Aminosäuremix verwendet, bei dem die Komponente,
auf die selektiert wurde, fehlte.
50x Mix:
Adenin   3,0 g/l
Uracil   1,5 g/l
L-Tryptophan   4,0 g/l
L-Histidin   3,0 g/l
L-Arginin   1,0 g/l
L-Methionin   1,0 g/l
L-Tyrosin   1,5 g/l
L-Leucin   4,0 g/l
L-Isoleucin   1,5 g/l
L-Lysin   1,5 g/l
L-Phenylalanin   2,5 g/l
L-Glutaminsäure   5,0 g/l
L-Asparaginsäure   5,0 g/l
L-Valin   7,5 g/l
L-Threonin 10,0 g/l
L-Serin 10,0 g/l
sterilfiltrieren und bei 4°C lagern
2.1.12 Puffer und Stammlösungen
TBE-Puffer:   90 mM Tris
  90 mM Borsäure
 2,5 mM EDTA
TBS-Puffer: 137 mM NaCl
  20 mM Tris/HCl pH7,4
TBS-T-Puffer: 137 mM NaCl
  20 mM Tris/HCl pH7,4
  0,1 % (v/v) Tween 20
PBS-Puffer:  140 mM NaCl
10,1 mM Na2HPO4
  2,7 mM KCl
  1,8 mM KH2PO4
        pH 7,3
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Proteinaseinhibitor-Mix (PI-Mix):
1000x Stammlösung:
2 mg/ml der folgenden Proteinaseinhibitoren in DMSO gelöst: Aprotinin, Leupeptin,
Chymostatin, Benzamidin, Pepstatin (Sigma)
2.2 PET-Test
Ein respirationsdefizienter Phänotyp bei Komplementationsanalysen kann unter
anderem durch den Verlust der mitochondrialen DNA bedingt sein. Um diese
Ursache auszuschliessen, wurde der PET-Test durchgeführt. Auf einer YPD-Platte
wurden Zellen der atmungsdefizienten Transformande mit Zellen eines rho0-
Testerstammes (s. 2.1.8.2: IL993-5c bzw. KL14-4a) des entgegengesetzten
Paarungstyps vermischt. Nach einem Tag Inkubation bei 30°C wurde die erfolgte
Diploidisierung mikroskopisch kontrolliert. Die Kreuzungsansätze wurden auf eine
YPG-Platte durch Replika-Stempeln aufgebracht und waren in der Lage auf
Glycerinmedium zu wachsen, wenn die mitochondriale DNA der Mutante intakt war.
2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 PCR-Reaktion
2.3.1.1 Standard-PCR
Die Amplifizierung von DNA Fragmenten erfolgte in den meisten Fällen über eine 2-
Stufen PCR, da Oligonukleotidprimer (MWG-AG Biotech) mit 5´-seitig eingefügten
Restriktionsenzymschnittstellen eingesetzt wurden und somit einen nichthomologen
Bereich besitzen. Dabei wurde die Annealingtemperatur der ersten 5 Zyklen
entsprechend der Schmelztemperatur des homologen Primerbereiches, TS* abzüglich
5°C, gewählt und die folgenden 20 Zyklen wurden bei einer Annealingtemperatur, die
der Schmelztemperatur TS des gesamten Primers abzüglich 5°C entsprach,
durchgeführt.
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Die optimale Annealingtemperatur berechnet sich wie folgt:
TS: 69,3°C + (0,42 x [G+C]) – 650/n
TS: Schmelztemperatur
G+C: prozentualer Anteil an G und C des Primers
n: Anzahl der Basen des Primers
Die PCR-Reaktion wurde in 100 µl Ansätzen wie folgt angesetzt:
20-100 ng Template
150 pmol Primer 1 (forward)
150 pmol Primer 2 (revers)
0,2 mM je dNTP
10 µl 10x PCR-Puffer
2,5 mM MgCl2
2,5 U Polymerase
Das folgende PCR-Programm wurde zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten aus
genomischer DNA des Hefestammes DBY747 bzw. mit Plasmid-DNA als Template
eingesetzt:
5 min 94°C Initialdenaturierung
1 min 94°C Denaturierung
20 sec- 1 min Ts*-5°C Annealing
2 min 72°C Extension 5 Zyklen
1 min 94°C Denaturierung
20 sec- 1 min Ts-5°C Annealing
2 min 72°C Extension 20 Zyklen
5 min 72°C Extension
2.3.1.2 „Short-Flanking-Homology“ (SFH-PCR)
Die SFH-PCR (Wach et al., 1997) wurde angewandt, um verschiedene
Deletionskassetten für „Gene replacement“ herzustellen. Dazu wurden Primer
genutzt, die am Markergen binden und einen 40 bp langen 5´-seitigen Überhang
haben, der homolog zu den Sequenzen ist, die das zu deletierende Gen flankieren.
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Amplifikationsbedingungen:
2 min 94°C Initialdenaturierung
Zugabe von Polymerase ("hot start ")
30 sec 95°C Denaturierung
30 sec 55°C Annealing
1 min 30 sec 72°C Extension 18 Zyklen
72°C Extension
2.3.1.3 „Overlap-Extension“-PCR (Pogulis et al., 1996)
Mit der „overlap-extension“-PCR ist es möglich, an ausgewählten Stellen eines
Genes Mutationen einzuführen oder Fusionen zwischen zwei verschiedenen Genen
herzustellen. Dazu werden zunächst zwei getrennte Subfragmente amplifiziert, die
sich im Fusionsbereich um ca. 15 bp überlappen. Nach Aufreinigung der
Subfragmente erfolgt die finale PCR, wobei die Subfragmente im molaren Verhältnis
von 1:1 als Template eingesetzt werden. Der Überlappungsbereich gewährleistet
eine komplementäre Basenpaarung und somit kann über die flankierenden Primer
das finale PCR-Produkt amplifiziert werden. Für die Auswahl der
Reaktionsbedingungen gelten die gleichen Überlegungen wie unter 2.3.1.1
beschrieben.
2.3.1.4 Herstellung von DIG-markierten DNA-Sonden
Für die DNA-Hybridisierung wurden DIG-markierte DNA-Sonden eingesetzt, die
mittels PCR unter Verwendung des „PCR DIG Synthesis“-Kits (Boehringer
Mannheim) nach Angaben des Herstellers synthetisiert wurden.
2.3.2 Restriktion von DNA-Fragmenten
Die zu spaltende DNA wurde mit dem entsprechenden Enzympuffer (10x
Stammlösung) und ddH2O gemischt. Die Enzymmenge wurde entsprechend der
Konditionen der Reaktion und der DNA-Menge (1 Unit pro µg DNA) gewählt. Die
Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte bei der optimalen Temperatur für das
jeweilige Enzym (normalerweise 37°C, SmaI 30°C) für 2 Stunden (SmaI über Nacht).
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2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese von DNA
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA Fragmenten bis 10 kbp erfolgte über
horizontale 0,8 bis 2 %ige Agarosegele (Gibco-BRL) in 1x TBE bei 80-100 Volt. Zur
Anfärbung der DNA wurde der Gellösung vor dem Erstarren 0,1 µg/ml
Ethidiumbromid zugesetzt. Zur ldentifizierung der Fragmente diente ein
Größenstandard, EcoRI/HindIII verdaute λ-DNA.
2.3.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Die DNA wurde nach dem Gellauf mit einem Skalpell unter einem UV-
Transilluminator (365 nm) ausgeschnitten. Die Elution der DNA aus dem Gel wurde
mit dem „JETQUICK Gel Extraction Spin Kit“ von GENOMED nach den Angaben des
Herstellers durchgeführt.
2.3.5 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 µl. Das zu ligierende DNA-
Fragment und die Vektor-DNA wurden in einem molaren Verhältnis von 4:1
gemischt. T4-DNA Ligasepuffer und 3 U T4-DNA Ligase (PROMEGA) wurden
hinzugefügt. Der Ligationsansatz wurde 2 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei
16°C inkubiert.
Vor der Transformation in E. coli wurde die entsprechende Menge des
Ligationsansatzes (4 µl) mit einer MILLIPORE VS Membran (Porendurchmesser
0,025 µm) 10 bis 15 min gegen ddH2O dialysiert.
2.3.6 Plasmidpräparation aus E. coli
2.3.6.1 Plasmidpräparation modifiziert nach Birnboim and Doly (1979)
Eine Einzelkolonie wurde in 5 ml LB+Amp angeimpft und über Nacht bei 37°C
kultiviert. 2-4 ml dieser Kultur wurden bei 20800xg zentrifugiert. Das Pellet wurde in
0,1 ml Tris/Glucose-Puffer (25 mM Tris/HCl pH 8,0, 50 mM Glucose, 10 mM EDTA)
resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. 0,15 ml einer frisch hergestellten
NaOH/SDS-Lösung (0,2 M NaOH, 1 % SDS) wurden hinzugegeben und weitere 5
min bei RT inkubiert. Zur klaren Lösung wurden 0,2 ml 3 M Natriumacetat pH 5,2
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hinzugefügt und gemischt. Die Suspension wurde weitere 10 min auf Eis
stehengelassen. Anschließend wurde der Ansatz 15 min bei 20800xg und 4°C
zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und in ein neues Eppendorfgefäß
überführt. Dazu wurden 350 µl Isopropanol gegeben, vorsichtig gemischt und 2 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fällung der DNA erfolgte durch 20-minütige
Zentrifugation bei 20800xg und RT. Das Pellet wurde mit 0,2 ml 70 %igem Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 40 µl dd H2O aufgenommen. Von der Plasmid-DNA
wurden ca. 4-6 µl für die Restriktionsanalyse eingesetzt.
2.3.6.2 Minipräparation unter Verwendung des JETQUICK Kits von
GENOMED
Für die Plasmidpräparation zur Sequenzanalyse wurden 5 ml LB+Amp-
Flüssigmedium mit einer Einzelkolonie von E. coli-Transformanden angeimpft. Die
Zellen wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Präparation wurde mit dem
„JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit“ von GENOMED nach Angaben des
Herstellers durchgeführt.
2.3.6.3 Midipräparation unter Verwendung des JETSTAR Kits von
GENOMED
Für die Plasmid-Midipräparation wurden 100 ml LB+Amp-Flüssigmedium mit 10 ml
einer ÜNK einer Einzelkolonie von E. coli-Transformanden angeimpft und über Nacht
bei 37°C inkubiert. Für die Präparation wurde das „JETSTAR Plasmid MIDI Kit“ von
GENOMED nach Angaben des Herstellers verwendet.
2.3.7 Transformation von E. coli mittels Elektroporation
Es wurde 400 ml LB-Medium mit 1/100 Volumenteil (VT) einer frischen ÜNK der
E. coli Stämme DH5α bzw. JM109 angeimpft. Die Inkubation der Hauptkultur erfolgte
bis eine OD600 von ca. 0,5 erreicht wurde. Anschließend wurden die Zellen für 15 min
auf Eis gestellt und abzentrifugiert (4000xg, 10 min, 4°C). Nach zweimaligem
Waschen mit kaltem ddH2O (200 bzw. 100 ml) wurde einmal mit 20 ml sterilem 10
%igem Glycerin gewaschen (4000xg, 10 min, 4°C). Danach wurden die Zellen in 2 ml
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10 %igem Glycerin aufgenommen, in 40 µl-Zellportionen aliquotiert und
schockgefroren. Die Zellen sind ca. 6 Monate verwendbar, wenn sie bei -80°C
gelagert werden.
Für die Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit 4 µl dialysiertem
Ligationsansatz versetzt und 1 min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wurde in die
zuvor gekühlten 0.2 cm-Transformationsküvetten (Bio-Rad) überführt und dann unter
folgenden Parametern mit dem Gene Pulser II Apparat und Pulse Controller (Bio-
Rad) elektroporiert: Spannung: 2,5 KV, Kapazität: 25 µF, Widerstand: 200 Ω. Danach
wurde 1 ml SOC-Medium zu den Zellen gegeben und alles in ein Eppendorfgefäß
überführt. Die Zellen wurden eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschließend auf
LB-Agar mit Ampicillin ausplattiert.
SOC-Medium: Trypton   2,0 %
Hefeextrakt   0,5 %
NaCl 10,0 mM
KCl   2,5 mM
MgCl2 x 6H2O 10,0 mM
MgSO4 x 7H2O 10.0 mM
Glucose 20,0 mM
mit dH2O auf 100 ml auffüllen (pH 7,0) und autoklavieren
2.3.8 Klonierungen
2.3.8.1 CBS2 aus S. cerevisiae
pRS415-CBS2:
Ein BamHI-Fragment (1,3 kb), bestehend aus dem CBS2-Leserahmen und
authentischem Promotor wurde aus dem multi copy Plasmid pRS425-CBS2 ( von U.
Krause-Buchholz erhalten) isoliert und in den BamHI geschnittenen Vektor pRS415
kloniert.
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2.3.8.2 CBS2-Promotor aus S. cerevisiae
pRS415-CBS2-Prom und YEp351-CBS2-Prom:
Zur Konstruktion von N-terminal verkürzten cbs2-Allelen wurde der CBS2-Promotor
separat in die Vektoren pRS415 und YEp351 kloniert. Der Promotor wurde mit der
Primerkombination KT-65/KT-66 (pRS415) bzw. KT 67/KT-66 (YEp351) mittels PCR
amplifiziert und NotI/BamHI (pRS415) bzw. SacI/BamHI (YEp351) geschnitten und in
die entsprechend geschnittenen Vektoren kloniert.
2.3.8.3 Klonierung des cbs2-1-Allels
pRS415-cbs2-1:
Genomische DNA des Stammes MK6 (cbs2-1) wurde als Template in drei
unabhängigen PCR-Reaktionen (Primer KT-34 und KT-33) genutzt. Die BamHI und
NotI geschnittenen PCR-Produkte wurden in den Vektor pRS415 (BamHI/NotI)
kloniert. Die Sequenzierungen von drei unabhängigen PCR-Produkten, jeweils
kloniert im Vektor pRS415, ergaben eine identische Nukleotidsequenz.
2.3.8.4 Klonierung des cbs2-223-Allels
pRS415-cbs2-223:
Genomische DNA des Stammes BS3-10 (cbs2-223) wurde als Template in drei
unabhängigen PCR-Reaktionen (Primer KT-34 und KT-35) genutzt. Die BamHI und
SalI geschnitten PCR-Produkte wurden in den entsprechend geschnittenen Vektor
pRS415 kloniert. Die Sequenzierungen von drei unabhängigen PCR-Produkten,
jeweils kloniert im Vektor pRS415, ergaben eine identische Nukleotidsequenz.
2.3.8.5 CBS2 (ADH1-Promotor)
p415ADH-CBS2 und p424ADH-CBS2:
Das Plasmid pRS415-CBS2 wurde als Template für die Amplifikation des CBS2-
ORFs (Primer KT-68 und KT-69) genutzt. Das BamHI und PstI geschnittene PCR-
Produkt wurde in die BamHI/PstI geschnittenen Vektoren p415ADH und p424ADH
unter Kontrolle des ADH1-Promotors kloniert.
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2.3.8.6 YHR063C (ADH1-Promotor)
p415ADH-YHR063C:
Genomische DNA des Stammes DBY747 wurde als Template für die Amplifikation
des YHR063C-ORFs (Primer KT-21 und KT-22) genutzt. Das BamHI und PstI
geschnittene PCR-Produkt wurde in den Vektor p415ADH (BamHI/PstI) unter
Kontrolle des ADH1-Promotors kloniert.
2.3.8.7 ABC1 (ADH1-Promotor)
p415ADH-ABC1 und p424ADH-ABC1:
Genomische DNA des Stammes DBY747 wurde als Template für die Amplifikation
des ABC1-ORFs (Primer KT-70 und KT-71) genutzt. Das PstI und SalI geschnittene
PCR-Produkt wurde in die PstI/SalI geschnittenen Vektoren p415ADH und p424ADH
unter Kontrolle des ADH1-Promotors kloniert.
2.3.8.8 C-terminal verkürzte cbs2-Allele
Zur PCR-Amplifizierung von cbs2-Mutantenallelen mit C-terminalen Verkürzungen
von 1, 2, 4, 9 und 20 As wurden entsprechende Primerkombinationen eingesetzt:
Plasmid PCR-Fragment Primer
pRS415-cbs2-c-del1 cbs2-(c-del1) KT-1/KT-6
pRS415-cbs2-c-del2 cbs2-(c-del2) KT-1/KT-5
pRS415-cbs2-c-del4 cbs2-(c-del4) KT-34/KT-4
pRS415-cbs2-c-del9 cbs2-(c-del9) KT-34/KT-3
pRS415-cbs2-c-del20 cbs2-(c-del20) KT-34/KT-2
Die PCR-Produkte cbs2-c-del20, cbs2-c-del9 und cbs2-c-del4 wurden mit BamHI
geschnitten und in den Vektor pRS415 (BamHI) kloniert. Die SalI/NotI geschnittenen
PCR-Amplifikate cbs2-(c-del2) und cbs2-(c-del1) wurden in den SalI/NotI
geschnittenen Vektor pRS415 kloniert. Der Primer KT1 bindet außerhalb des CBS2-
Leserahmens im Plasmid pRS415-CBS2, welches als Template für die PCR genutzt
wurde.
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2.3.8.9 Site spezifische Mutagenese C-terminaler As von Cbs2p
Aminosäuresubstitutionen im C-terminalen Bereich von Cbs2p wurden mit Hilfe der
PCR eingeführt. In der nachfolgenden Tabelle sind die eingesetzten
Primerkombinationen zur Herstellung der cbs2-Allele und die nach der Insertion
erhaltenen Plasmide gezeigt.
Plasmid PCR-Fragment Primerkombinationen
pRS415-cbs2-M1 cbs2 (H 387 T) KT-1/KT-7
pRS415-cbs2-M5 cbs2 (Y 386 Q) KT-1/KT-8
pRS415-cbs2-M4 cbs2 (Y 388 Q) KT-1/KT-9
pRS415-cbs2-M7 cbs2 (Y 386 F) KT-1/KT-10
pRS415-cbs2-M6 cbs2 (Y 388 F) KT-1/KT-11
pRS415-cbs2-M10 cbs2 (Y 386 V) KT-1/KT-12
pRS415-cbs2-M9 cbs2 (Y 388 V) KT-1/KT-13
pRS415-cbs2-M2 cbs2 (Y 386 Q, Y 388 Q) KT-1/KT-14
pRS415-cbs2-M8 cbs2 (Y 386 F, Y 388 F) KT-1/KT-15
pRS415-cbs2-M11 cbs2 (Y 386 V, Y 388 V) KT-1/KT-16
pRS415-cbs2-M3 cbs2 (Y 386-389 H) KT-1/KT-19
pRS415-cbs2-His6-Tag cbs2 (His6tag) KT-1/KT-20
Die resultierenden PCR-Produkte wurden mit SalI und NotI geschnitten und in den
Vektor pRS415 (SalI/NotI) kloniert.
2.3.8.10 CBS2 und N-terminal verkürzte cbs2-Allele
pRS415 und YEp351:
CBS2 und N-terminal verkürzte cbs2-Allele wurden mittels PCR amplifiziert. Die
resultierenden PCR-Produkte (BamHI/SalI) wurden in die Vektoren pRS415-Prom
(BamHI/SalI) und YEp351-Prom (BamHI/SalI) kloniert. Die folgende Tabelle gibt
einen Überblick über die verwendeten Primer und die daraus resultierenden cbs2-
Mutantenallele.
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Plasmid PCR-Produkt Primer
YEp351-CBS2 CBS2 KT-68/KT-36
pRS415/YEp351-cbs2(∆2-7) cbs2 (∆2-7) KT-37/KT-36
pRS415/YEp351-cbs2(∆2-9) cbs2 (∆2-9) KT-38/KT-36
pRS415/YEp351-cbs2(∆2-11) cbs2 (∆2-11) KT-39/KT-36
pRS415/YEp351-cbs2(∆2-16) cbs2 (∆2-16) KT-40/KT-36
pRS415/YEp351-cbs2(∆2-25) cbs2 (∆2-25) KT-41/KT-36
pRS415/YEp351-cbs2(∆2-35) cbs2 (∆2-35) KT-42/KT-36
p424ADH:
Die N-terminal verkürzten cbs2-Allele und CBS2 wurden mittels PCR entsprechend
der in der Tabelle aufgeführten Primer amplifiziert, BamHI/EcoRI geschnitten und in
den Vektor p424ADH inseriert.
Plasmid PCR-Produkt Primer
p424ADH-cbs2(∆2-7) cbs2 (∆2-7) KT-37/KT-43
p424ADH-cbs2(∆2-9) cbs2 (∆2-9) KT-38/KT-43
p424ADH-cbs2(∆2-11) cbs2 (∆2-11) KT-39/KT-43
p424ADH-cbs2(∆2-16) cbs2 (∆2-16) KT-40/KT-43
p424ADH-cbs2(∆2-25) cbs2 (∆2-25) KT-41/KT-43
p424ADH-cbs2(∆2-35) cbs2 (∆2-35) KT-42/KT-43
2.3.8.11 sco1(∆2-32) und cbs2(1-15)-sco1(33-295) Fusion
pRS415-sco1(∆2-32) und pRS415-cbs2(1-15)-sco1(33-295):
Zur Amplifikation der codierenden SCO1-Sequenz (ab As 33) wurde das Plasmid
SCO1-YEp351 unter Verwendung der Primer KT-78 und KT-79 genutzt. Das
resultierende PCR-Produkt wurde mit SalI und HindIII geschnitten und in den
SalI/HindIII geschnittenen Vektor YEp351(1P) kloniert. Das resultierende Plasmid
YEp351-sco1(∆2-32) enthält den SCO1-Promotor und den SCO1-Leserahmen ab
Aminosäure 33. Die Fusion der As 1-15 des CBS2-Leserahmens mit dem SCO1-
Leserahmen (ab As 33) erfolgte mittels PCR unter Verwendung der
Primerkombination KT-80/KT-79 und dem Plasmid SCO1-YEp351 als Template. Das
erhaltene PCR-Produkt wurde mit SalI und HindIII geschnitten und in den SalI/HindIII
geschnittenen Vektor YEp351(1P) kloniert. Zur Umklonierung der N-terminalen
Deletion von SCO1 (sco1(∆2-32)) und der cbs2-sco1 Fusion (cbs2(1-15)-sco1(33-
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295)) in den Vektor pRS415 wurden die entsprechenden Plasmide (YEp351-
sco1(∆2-32), YEp351-cbs2(1-15)-sco1(33-295)) mit SacI und HindIII geschnitten und
in den Vektor pRS415 (SacI/HindIII) inseriert.
2.3.8.12 CBS2-GFP Fusionen (MET25-Promotor)
Die Fusionen zwischen CBS2 sowie N- u. C-terminalen Verkürzungen von CBS2 mit
GFP wurden unter Verwendung der nachfolgend aufgeführten Primer mittels PCR
hergestellt. Die resultierenden PCR-Produkte (BamHI/EcoRI) wurden in den
BamHI/EcoRI geschnittenen Vektor GFP-C-FUS kloniert. Das PCR-Produkt cbs2-(1-
15)-GFP wurde BamHI/SalI geschnitten und ebenfalls in den entsprechend
geschnittenen Vektor GFP-C-FUS kloniert.
Plasmid CBS2-GFP chimäres PCR-Produkt Primer
GFP-C-FUS-CBS2 CBS2-GFP KT-56/KT-57
GFP-C-FUS-CBS2-1-15 cbs2-(1-15)-GFP KT-58/KT-59
GFP-C-FUS-CBS2-1-25 cbs2-(1-25)-GFP KT-56/KT-60
GFP-C-FUS-CBS2-1-35 cbs2-(1-35)-GFP KT-56/KT-61
GFP-C-FUS-CBS2-(36-389) cbs2-(36-389)-GFP KT-42/KT-57
GFP-C-FUS-CBS2-(51-389) cbs2-(51-389)-GFP KT-62/KT-57
GFP-C-FUS-CBS2-c-del20 cbs2-(c-∆20)-GFP KT-56/KT-63
GFP-C-FUS-CBS2-c-del50 cbs2-(c-∆50)-GFP KT-56/KT-64
2.3.8.13 CBS2-GFP Fusionen (CBS2-Promotor)
Die Methode der „Overlap-Extension“-PCR wurde genutzt, um CBS2 unter Kontrolle
des authentischen Promotors mit GFP zu fusionieren. Das finale PCR-Produkt wurde
nach einem SacI/PstI Verdau in den Vektor YEp351 (SacI/PstI) kloniert. Die in der
Tabelle aufgeführten Primer wurden zur PCR-Amplifikation genutzt.
Plasmid Primer für Subfragment 1 Primer für Subfragment 2 Flankierende Primer für
finales PCR Produkt
YEp351-CBS2-GFP KT-46/KT-72 KT-73/KT-74 KT-46/KT-74
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pRS414 und pRS415-CBS2-GFP:
Anschließend wurde das CBS2-GFP Fragment aus dem Vektor YEp351 mit SacI und
PstI herausgeschnitten und in die SacI/PstI geschnittenen Vektoren pSR414 und
pRS415 umkloniert.
2.3.8.14 CBS2-3HA Fusionen (CBS2-Promotor)
In der nachfolgenden Tabelle sind die erzeugten CBS2-3HA Konstrukte, unter
Kontrolle des authentischen Promotors, in den entsprechenden Vektoren und die für
ihre Herstellung genutzten Primer gezeigt. CBS2 wurde nach PCR-Amplifikation in
den SacI/SalI geschnittenen Vektor YEp351-3HA kloniert. Die 3-fach HA-Fusion von
CBS2 im Vektor YEp351 wurde als Template für die zur Umklonierung in den Vektor
pRS414 bzw. pRS415 notwendige PCR genutzt. Die PCR-Produkte wurden nach
einem SacI/SmaI Verdau in die Vektoren pRS415 und pRS414 (SacI/SmaI) kloniert.
Plasmid PCR-Produkt Primer
YEp351-CBS2-3HA CBS2 KT-46/KT-47
pRS415-CBS2-3HA CBS2-3HA KT-46/KT-75
pRS414-CBS2-3HA CBS2-3HA KT-46/KT-75
2.3.8.15 N-terminal verkürzte cbs2-3HA Fusionen (CBS2-Promotor)
Mit Hilfe der „Overlap-Extension-PCR“ wurden N-terminal verkürzte cbs2-Konstrukte
am C-Terminus mit einer 3-fach HA-Fusion versehen. Die finalen PCR Produkte
wurden SacI/SalI geschnitten und in den Vektor YEp351-3HA (SacI/SalI) inseriert.
Alle Konstrukte wurden unter Kontrolle des authentischen CBS2-Promotors kloniert.
Die nachfolgende Tabelle gibt eine Übersicht der verwendeten Primerkombinationen
und erhaltenen PCR-Produkte.
Plasmid Primer
Subfragment 1
Primer
Subfragment 2
Flankierende Primer für
finales PCR Produkt
YEp351-cbs2 (∆2-7)-3HA KT-46/KT-49 KT-48/KT-47 KT-46/KT-47
YEp351-cbs2 (∆2-9)-3HA KT-46/KT-77 KT-76/KT-47 KT-46/KT-47
YEp351-cbs2 (∆2-16)-3HA KT-46/KT-51 KT-50/KT-47 KT-46/KT-47
YEp351-cbs2 (∆2-25)-3HA KT-46/KT-53 KT-52/KT-47 KT-46/KT-47
YEp351-cbs2 (∆2-35)-3HA KT-46/KT-55 KT-54/KT-47 KT-46/KT-47
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N-terminal verkürzte cbs2-3HA Fusionen im Vektor pRS414:
Die 3-fach HA-Fusionen von N-terminal verkürzten CBS2-Derivaten im Vektor
YEp351 wurden als Template für die zur Umklonierung in den Vektor pRS414
notwendige PCR mittels der Primer KT-46 und KT-75 genutzt. Die PCR Produkte
wurden SacI/SmaI geschnitten und in den Vektor pRS414 (SacI/SmaI) kloniert.
2.3.8.16 ABC1-3HA Fusion (ABC1-Promotor)
Die Methode der „Overlap Extension“-PCR wurde genutzt, um ABC1 unter Kontrolle
des authentischen Promotors mit einem 3-fach HA-Tag zu fusionieren. Genomische
DNA des Wildtypstammes DBY747 wurde als Template zur Amplifikation des ABC1-
Promotors und Leserahmens (Subfragment 1) sowie das Plasmid YEp351-3HA zur
Amplifikation des HA-Tag´s (Subfragment 2) genutzt. In der nachfolgend
aufgeführten Tabelle sind die verwendeten Primer zur Herstellung der
entsprechenden Subfragmente und des finalen PCR-Produktes (ABC1-3HA)
aufgeführt. Das PCR-Produkt ABC1-3HA wurde nach einem XbaI/PstI Verdau in den
Vektor pRS415 kloniert.
Plasmid Primer für Subfragment 1 Primer für Subfragment 2 Flankierende Primer für
finales PCR Produkt
pRS415-ABC1-3HA KT-25/KT-26 KT-27/KT-28 KT-25/KT-28
2.3.8.17 MRP13-3HA Fusion (MRP13-Promotor)
YEp351-MRP13-3HA und YIp351-MRP13-3HA:
Genomische DNA des Wildtypstammes DBY747 wurde als Template zur
Amplifikation von MRP13 (Primer KT-17 und KT-18) genutzt. Das SacI und SalI
geschnittene PCR-Produkt wurde in den Vektor YEp351-3HA (SacI/SalI) kloniert. Für
die Umklonierung der MRP13-3HA Fusion in den Vektor YIp351 wurde das Plasmid
YEp351-MRP13-3HA SacI/HindIII geschnitten und dass MRP13-HA Fragment in den
SacI/HindIII geschnittenen Vektor YIp351 kloniert.
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2.3.8.18 GST-CBS2 Fusionen (Tac-Promotor)
Für die Fusionen zwischen GST (N-terminal) und CBS2 bzw. cbs2-Mutantenallelen
(s. Tab.) wurden die nachfolgend aufgeführten Primer zur Amplifikation der
entsprechenden Allele genutzt. Die resultierenden PCR-Produkte wurden
BamHI/NotI geschnitten und in den BamHI/NotI geschnittenen Vektor pGEX-4T3
kloniert.
Plasmid PCR-Produkt Primerkombination
pGEX-4T3-CBS2 CBS2 KT-68/KT-33
pGEX-4T3-CBS2-M2 cbs2 (Y386Q, Y388Q) KT-68/KT-14
pGEX-4T3-CBS2-M9 cbs2 (Y388V) KT-68/KT-13
pGEX-4T3-CBS2-M10 cbs2 (Y386V) KT-68/KT-12
pGEX-4T3-CBS2-M11 cbs2 (Y386V, 388 V) KT-68/KT-16
2.3.8.19 GST-ABC1 Fusion (Tac-Promotor)
pGEX-4T3-ABC1
Für die Fusion zwischen GST (N-terminal) und ABC1 wurden die Primer KT-81/KT-
82 zur Amplifikation des ABC1-Allels genutzt. Das resultierende PCR-Produkt wurde
EcoRI/SalI geschnitten und in den Vektor pGEX-4T3 EcoRI/SalI kloniert.
2.3.9 DNA-Sequenzierung
Die Sequenz der klonierten Allele wurde durch DNA Sequenzierung nach der
Kettenabbruchmethode, wie bei Krause-Buchholz (2000) beschrieben, überprüft.
2.3.10 Isolierung von chromosomaler DNA aus Hefe
Eine 10 ml ÜNK (ca. 2-5 x 108 Zellen/ml Kultur) in MM-Glucose mit entsprechenden
Supplementen wurde 5 min bei 3500xg abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,5 ml
dH2O resuspendiert. Dieses Gemisch wurde danach für 5 s bei 20000xg zentrifugiert.
Anschließend wurde das Pellet in 200 µl Lysispuffer aufgenommen. Außerdem
wurden 200 µl Phenol/Chloroform und 0,3 g sterile Glaskugeln (Ballotini, 0,45 mm
Durchmesser) zugegeben. Zum Zellaufschluss wurde für 5 min stark geschüttelt
(Vortexer). Anschließend wurden 200 µl TE-Puffer, pH 8,0 hinzugefügt. Bei 20000xg
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wurde für 5 min zentrifugiert und der wäßrige Überstand in ein neues Gefäß
überführt. Zur Fällung wurde der Überstand  mit 1/10 VT 3 M Natriumacteat pH 5,2
und 2,5 VT 99,8 %igem Ethanol versetzt. Die Fällung erfolgte 30 min bei -20°C. Der
Überstand wurde vollständig abgenommen und verworfen, und dass Pellet unter
Vakuum (Speed-Vac) getrocknet. Anschließend wurde das Pellet in TE-Puffer oder
ddH2O aufgenommen und ein RNase A Verdau durchgeführt.
Lysispuffer: Tris/HCI pH8,0   10 mM
EDTA     1 mM
NaCl 100 mM
SDS     1 % w/v
Triton X-100     2 % v/v
TE-Puffer: Tris/HCl pH 8,0   10 mM
 EDTA pH 8,0     1 mM
2.3.11 Transformation von Hefezellen (Schiestl and Gietz, 1989)
2.3.11.1 Herstellung kompetenter Hefezellen
Es wurden 50 ml YPD-Flüssigmedium mit 1 ml einer frischen ÜNK angeimpft. Die
Zellen wurden bei 30°C im Thermoschüttler inkubiert. Nach dem Erreichen einer
OD600 von 0,5 wurden die Zellen geerntet (3000xg, 5 min, 4°C). Das Pellet wurde mit
25 ml kaltem H2O gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit 1 ml dH2O in ein
steriles Eppendorfgefäß überführt. Die Zellen wurden sedimentiert (15 s, max.
Geschwindigkeit, 4°C). Das Zellpellet wurden in 0,5 ml 10 %igem Glycerin
resuspendiert und in 50 µl Aliquots portioniert. Die aliquotierten Zellen konnten sofort
zur Transformation eingesetzt werden oder bei -80°C gelagert werden.
2.3.11.2 Transformation
Die kompetenten Hefezellen (50 µl Aliquot) wurden pelletiert (15 s, max.
Geschwindigkeit, 4°C) und der Überstand entfernt. Zu den Zellen wurden in genauer
Reihenfolge 240 µl 50 %iges PEG 3350 (w/v), 36 µl 1 M Lithiumacetat, 25 µl
denaturierte Heringsperma-DNA (2 mg/ml) und 50 µl Plasmid-DNA (0,5-1 µg)
zugegeben. Durch „Vortexen“ (1 min) wurde das Pellet resuspendiert und
anschließend 30 min bei 30°C inkubiert. Danach erfolgte ein 20-minütiger
Material und Methoden
47
Hitzeschock bei 42°C im Thermoschüttler. Die Zellen wurden abzentrifugiert (15 s,
max. Geschwindigkeit, 4°C) und der Überstand abgenommen. Die Resuspension der
Zellen erfolgte in 1 ml bzw. 500 µl ddH2O (bei Kotransformation). Von der
Zellsuspension wurden 100 µl und die restlichen 900 µl bzw. 400 µl auf
Selektionsplatten (MM-Platten) ausplattiert und für 2 bis 4 Tage bei 30°C inkubiert.
Heringssperma-DNA (2 mg/ml): Die DNA wurde durch Ultraschall in H2O gelöst und
bei -20°C gelagert. Vor jeder Transformation wurde sie 10 min bei 100°C inkubiert.
Nach der Denaturierung wurde die DNA sofort auf Eis abgekühlt.
2.3.12 „Gene replacement“ in S. cerevisiae
Um ein Gen vollständig aus dem haploiden Genom von S. cerevisiae zu entfernen,
wurde zunächst eine Deletionskassette mit Hilfe der SFH-PCR (Wach et al., 1997)
hergestellt. Diese bestand aus einem Selektionsmarkergen, das auf beiden Seiten
um je 40 bp, die identisch zu den 5‘- bzw. 3‘-flankierenden Regionen des zu
deletierenden Gens sind, verlängert wurde. Mit Hilfe der Deletionskassette erfolgte
die Geninaktivierung wie bei Rothstein (1983) beschrieben. Das „Replacement“ der
entsprechenden Gene wurde mit Hilfe einer diagnostischen PCR und einer Southern-
Hybridisierung nachgewiesen.
2.3.12.1 Erzeugung des cbs2-Deletionsstammes KT1
Für die Deletion des CBS2-ORFs wurde eine Sphis5+-Replacementkassette mittels
SFH-PCR amplifiziert und in den Wildtypstamm DBY747 transformiert. Für die
Amplifikation der Deletionskassette, die das heterologe Markergen his5+ aus
Schizosaccharomyces (S.) pombe enthält, wurde das Plasmid pFA6a-HIS3MX6 als
Template unter Verwendung der Primer KT-44/KT-45 genutzt. Die Histidin-
prototrophen Transformanden wurden auf die Fähigkeit Glycerin als
Kohlenstoffquelle zu verwerten getestet. Das „Replacement“ in einer His-
prototrophen, atmungsdefizienten Transformande wurde mittels Southern-
Hybridisierung nachgewiesen. Der entsprechende cbs2-Deletionsstamm wurde als
„KT1“ bezeichnet.
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2.3.12.2 Erzeugung des cbs1/cbs2-Deletionsstammes KT2
Für die Konstruktion der cbs1/cbs2-Doppelmutante wurde der Stamm KT1 genutzt.
Die Deletion des CBS1-ORFs erfolgte durch das homologe Markergen URA3 aus
S. cerevisiae. Für die Herstellung der URA3-Deletionskassette mittels SFH-PCR
wurden genomische DNA des Stammes DBY747 und die Primer KT-29/KT-30
verwendet. Die URA3-Deletionskassette wurde anschließend in den Stamm KT1
transformiert. Die Ura-prototrophen, atmungsdefizienten Transformanden wurde mit
Hilfe der diagnostischen PCR auf die Abwesenheit von CBS1 überprüft. Das „CBS1-
Replacement“ wurde durch Southern-Hybridisierung bestätigt. Die cbs1/cbs2-
Doppelmutante wurde als „KT2“ bezeichnet.
2.3.12.3 Erzeugung des yhr063c-Deletionsstammes HK1
Für die Deletion des YHR063C-ORFs im Wildtypstamm DBY747 wurde ebenfalls die
Sphis5+-Replacementkassette genutzt. Die Herstellung der Deletionskassette, die
das heterologe Markergen his5+ von S. pombe enthält, erfolgte mittels SFH-PCR. Für
die Amplifikation des Markergens wurden die Primern KT-23 und KT-24 sowie das
Plasmid pFA6a-HIS3MX6 als Template genutzt. Das erfolgte „Replacement“ in einer
His-prototrophen Transformande wurde mittels Southern-Hybridisierung
nachgewiesen. Der neue yhr063c-Deletionstamm wurde als „HK1“ bezeichnet.
2.3.12.4 Erzeugung des mrp13-Deletionsstammes KT3
Für die Konstruktion einer mrp13-Nullmutante wurde der Stamm KT1 genutzt, in dem
die Deletion des MRP13-ORFs durch das heterologe Markergen URA3 von Candida
(C.) albicans erfolgte. Die Amplifikation der URA3-Replacementkassette erfolgte
durch SFH-PCR mit Hilfe der Primer KT-31 und KT-32 sowie dem Plasmid pAG61
(Goldstein et al., 1999) als Template. Die URA3-Deletionskassette wurde
anschließend in den Stamm KT1 transformiert. Die Ura-prototrophen
Transformanden wurde mit Hilfe der diagnostischen PCR auf die Abwesenheit von
MRP13 überprüft. Die Deletion des ORFs von MRP13 einer Ura-prototrophen
Transformande wurde mittels Southern-Hybridisierung bestätigt. Der neu konstruierte
Stamm wurde als „KT3“ bezeichnet.
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2.3.12.5 Erzeugung eines cbs2-Deletionsstammes mit integriertem MRP13-
3HA (KT4)
Die C-terminale Fusion von MRP13 mit einem 3-fach HA-Tag, beschrieben im
Kapitel 2.3.8.17, wurde für die Umklonierung in den integrativen Vektor YIp351
(s. 2.3.8.17) genutzt. Das Plasmid YIp351-MRP13-3HA wurde im LEU2-Gen mit Hilfe
des Restriktionsenzyms AflII linearisiert. Der linearisierte Vektor YIp351-MRP13-3HA,
wurde in den Stamm KT3 transformiert. Leu-prototrophe Transformanden wurden
selektiert. Die Integration von MRP13-3HA in einer Leu-prototrophen Transformande
wurde mittels Southern-Hybridisierung nachgewiesen. Der konstruierte Stamm, in
dem MRP13-3HA vorliegt, wurde mit „KT4“ bezeichnet.
2.3.12.6 Erzeugung eines Wildtypstammes mit integriertem MRP13-3HA
Die Konstruktion dieses Stammes wurde, analog wie unter 2.3.12.5 beschrieben,
durchgeführt. Die Transformation des linearisierten Plasmides YIp351-MRP13-3HA
erfolgte in diesem Fall in den Wildtypstamm DBY747.
Im Genom dieses Stammes liegt neben dem MRP13-Wildtypgen eine MRP13-3HA
Version vor. Der neu erzeugte Stamm wurde mit „KT5“ bezeichnet.
2.3.13 DNA-Hybridisierung (Southern, 1975)
2.3.13.1 Restriktionsverdau und Elektrophorese
Genomische DNA (ca. 0,8 µg) wurde zum Restriktionsverdau eingesetzt. Das
Gesamtvolumen der Ansätze entsprach 80 µl. Der Verdau wurde über Nacht bei
37°C durchgeführt. Anschließend wurden die Ansätze auf ein 1 %iges Agarosegel
aufgetragen und die Fragmente mittels Elektrophorese über Nacht bei einer
Spannung von 40 V aufgetrennt.
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2.3.13.2 Southerntransfer
Die Methode des Kapillartransfers wurde angewendet (Sambrook et al., 1989), um
DNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran zu transferieren Die
Hybridisierung der immobilisierten DNA mit DIG-markierten DNA-Sonden und die
anschließende immunologische Detektion erfolgten nach Angaben des Herstellers
(Boehringer Mannheim, 1995). Als Substrat für die AP-katalysierte Nachweisreaktion
wurde CDP-StarTM verwendet.
2.3.14 Tieftemperatur-Spektren der Cytochrome
Die Präparation der Hefezellen für die Spektralanalyse und die anschließende
Absorptionsmessung wurden, wie bei Krause-Buchholz (2000) beschrieben,
durchgeführt.
2.4. Biochemische Methoden
2.4.1 Präparation von Mitochondrien aus S. cerevisiae
2.4.1.1 Präparation von Mitochondrien (Daum et al., 1982)
Die Isolation von Mitochondrien (1-3 l) erfolgte nach Daum et al. (1982).
2.4.1.2 Schnellpräparation von Mitochondrien
Die im folgenden beschriebene Methode bezieht sich auf ein Hefe-Kulturvolumen
von 50 ml. Die Zellen wurden in der spät logarithmischen Wachstumsphase durch
Zentrifugation (5 min, 3500xg, RT) geerntet. Anschließend wurden die Zellen mit 5 ml
dH2O (4°C) gewaschen. Das Pellet wurde in 1 ml MTE-Puffer (20 mM Tris/HCl, pH
7,4, 0,65 M Mannitol, 1 mM EDTA, PI-Mix, 4°C) resuspendiert und ca. 400 µl
Glasperlen (∅ 0,2-0,45 mm) zum Zellaufschluss hinzugefügt. Nach 5-minütigem
Vortexen wurde das Eppendorfgefäß zur Sedimentation der Glasperlen auf Eis
gestellt. Anschließend wurde der Überstand abgenommen und in ein neues
Eppendorfgefäß überführt. Die Glasperlen wurden mit 500 µl MTE-Puffer (4°C)
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gewaschen und erneut 1 min gevortext. Beide Überstände wurden vereinigt und zum
Abtrennen der unaufgeschlossenen Zellen und Zellfragmente zentrifugiert (3 min,
4000xg, 4°C). Anschließend wurden die Mitochondrien pelletiert (15 min, 20000xg,
4°C). Der Überstand (cytosolische Fraktion) wurde abgenommen und das Pellet in
50-100 µl MTE-Puffer resuspendiert.
2.4.2 Isolation von mitochondrialen Ribosomen
Die Anzucht atmungskompetenter Stämme erfolgte in Laktatmedium (6-10 l). Die
Zellernte erfolgte in der spät logarithmischen Phase (3000xg, 10 min, 4°C).
Anschließend wurden die Zellen mit dH2O gewaschen und erneut zentrifugiert
(3000xg, 10 min, 4°C). Zur Sphäroplastierung wurden die Zellen mit DTT 30 min bei
30°C inkubiert (2 ml DTT-Puffer/gZNG). Die Zellen wurden zentrifugiert (5 min,
3000xg, 4°C), 1x mit Zymolyasepuffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Zur
Sphäroplastierung wurden die Zellen in Zymolyasepuffer + Zymolyase resuspendiert
(7 ml Zymolyasepuffer/gZNG, 2 mg Zymolyase/gZNG) und ca. 60-90 min bei 30°C
inkubiert. Die Sphäroplastierung wurde mikroskopisch verfolgt. Nach erneuter
Zentrifugation (5 min, 3000xg, 4°C) wurden die Zellen noch 2x mit Zymolyasepuffer
gewaschen. Zur Schwellung der Sphäroplasten erfolgte eine Inkubation der Zellen in
Mannitolpuffer (2-5 min, RT). Der Zellaufschluss erfolgte in einem Mixer (30 sec,
1 min Pause, 2x). Zum Abtrennen von unaufgeschlossenen Zellen und
Zellfragmenten wurde 5 min bei 3000xg und 4°C zentrifugiert. Anschließend wurden
die Mitochondrien pelletiert (12000xg, 10 min, 4°C). Die Mitochondrien wurden 1x in
Mannitolmedium gewaschen und repelletiert (mitochondriale Fraktion). Danach
wurden die Mitochondrien 10 min bei 30°C unter leichtem Schütteln in Medium A
inkubiert (5 mg Protein/ml Medium A). Nach der 10-minütigen Inkubation erfolgte die
Zugabe von Puromycin (Endkonzentration 50 µg/ml). Die Zellen wurden weitere
3 min bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden sofort auf Eis gestellt und mit dem
gleichem Volumen an Mannitolmedium versetzt. Die Gewinnung der Mitochondrien
erfolgte durch 5-minütige Zentrifugation (20000xg, 4°C). Die Mitochondrien wurden in
A50MT resuspendiert, wobei β-Mercaptoethanol immer frisch zugegeben wurde (3 mg
Protein/ml A50MT). Die mitochondriale Fraktion wurde durch Zugabe von 1/10 VT
einer frisch hergestellten 5 %igen Natriumdesoxycholatlösung (w/v) lysiert. Die
lysierten Mitochondrien wurden zentrifugiert (20000xg, 20 min, 4°C). Die lösliche
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Fraktion (Überstand) wurde auf eine 1 M Sucroselösung (A500MT) gegeben. Es
wurden 0,4 VT 1 M Sucroselösung mit 0,6 VT Überstand überschichtet. Die Probe
wurde über Nacht in einer Ultrazentrifuge bei 40000 U/min zentrifugiert. Am nächsten
Tag wurde die obere leicht gelbliche Schicht, bestehend aus Membranfragmenten,
durch vorsichtiges Absaugen mit einer Pasteurpipette entfernt (Membranfraktion).
Das Pellet wurde 3 x mit A50MT gespült, in neuem A50MT aufgenommen und erneut
zentrifugiert (10 min, 10000xg, 4°C). Der somit erhaltene Überstand entspricht der
ribosomalen Fraktion.
DTT-Puffer: 100 mM Tris/SO4 pH 9,4
  10 mM DTT
Zymolyase-Puffer:   10 mM Tris/HCl pH 6,7
 0,1 mM EDTA
    1,5 M Sorbitol
Mannitol-Puffer:   10 mM Tris/HCl pH 6,7
 0,1 mM EDTA
    0,6 M Mannitol
A50MT:   50 mM NH4Cl
  10 mM MgAc
  10 mM Tris/HCl pH 7,5
A500MT: 500 mM NH4Cl
  10 mM MgAc
  10 mM Tris/HCl pH 7,5
Medium A:   60 mM Mannitol
150 mM KCl
  10 mM KH2PO4
  10 mM MgCl2
    2 mM ATP
    5 mM 2-Oxoglutarsäure
  20 mM Tris/HCl pH 6,7
    2 mg/ml BSA
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2.4.3 Alkalische Extraktion von mitochondrialen Proteinen (Fujiki et al.,
1982)
Isolierte Mitochondrien (300-500 µg) wurden nach 10 min Zentrifugation (12000xg,
4°C) in 3 ml 0,1 M Na2CO3, pH 11,5 resuspendiert. Die Proben wurden zusätzlich mit
Ultraschall (5 x 5s, dazwischen 30 s auf Eis, 50 % Zyklusdauer, 80 % Leistung
Sonoplus HD2070 Bandelin) aufgeschlossen und anschließend 1 h auf Eis inkubiert.
Danach wurden die Proben mit 0,1 M Na2CO3, pH 11,5, auf 5 ml aufgefüllt und in ein
Ultrazentrifugenröhrchen überführt und bei 45000 U/min (220000xg), 1 h, 4°C
zentrifugiert (Beckmann-Coulter, Rotor MLS-50). Die löslichen Proteine wurden mit
TCA (Endkonzentartion 10 %) versetzt, 30 min bei –20°C belassen und zentrifugiert
(20000xg, 30 min, 4°C). Die gefällten Proteine wurden 2x mit 80 %igen Aceton (-
20°C) gewaschen, in 1x Probenpuffer aufgenommen und quantitativ auf ein 12 %iges
SDS-PAA Gel aufgetragen. Die unlöslichen Proteine (Pellet) wurden 1x mit 10 mM
Tris/HCl, pH 7,4, gewaschen und anschließend sofort in 1x Probenpuffer
aufgenommen.
2.4.4 Proteinase K-Behandlung von Mitochondrien
Die nach Daum et al. (1982) isolierten Mitochondrien wurden in 50-100 µl Mannitol-
Puffer (0,65 M Mannitol, 10 mM Tris/HCl, pH 7,4) aufgenommen und mit steigenden
Konzentrationen an Proteinase K (5-100 µg/ml) in An- oder Abwesenheit von 1 %
Triton X-100 versetzt. Die Menge an eingesetzten Mitochondrien variierte zwischen
100 und 300 µg, abhängig von der Stabilität und der Nachweisbarkeit des jeweiligen
Proteins. Der Proteinase K Verdau wurde nach 30 min mit PMSF (Endkonzentration
1 mM) gestoppt und die Proben mit TCA (Endkonzentration 10 %) 30 min bei –20°C
gefällt. Die Proben wurden anschließend zentrifugiert (20000xg, 30 min), 2x mit
80 %igem Aceton (-20°C) gewaschen, das Pellet in 1x Probenpuffer aufgenommen
und sofort hitzedenaturiert (5 min, 100°C).
2.4.5 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
Für die elektrophoretische Auftrennung der Proteine unter denaturierenden
Bedingungen (SDS-PAGE) wurde die Methode der diskontinuierlichen
Elektrophorese nach Laemmli (1970) verwendet. Die Elektrophorese wurde in Mini-
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Apparaturen (9,0 x 7,0 x 0,75 cm) der Firmen Bio-Rad bzw. Hoefer durchgeführt. Es
wurden 12 %ige bzw. 15 %ige Trenngele und 4 %ige Sammelgele verwendet.
Acrylamidlösung:  30 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid
Trenngel-Puffer (4x): 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8
Sammelgelpuffer (4x): 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8
Ammoniumperoxodisulfat-Lösung: 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat (APS)
SDS-Lösung: 10 % (w/v) SDS
TEMED: unverdünnt
Elektrodenpuffer (1x):   25 mM Tris
192 mM Glycin
 0,1 % (w/v) SDS
6 x SDS-Probenpuffer: 0,3 M Tris/HCl pH 6,8
 10 % (w/v) SDS
 30 % (v/v) Glycerol
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
100 mM DTT (frisch zugesetzt)
Die Elektrophorese der Proteine erfolgte bei 80 V (Sammelgel) bzw. 120 V im
Trenngel.
2.4.6 Coomassiefärbung von Proteinen im Gel
Färbelösung:  42 % (v/v) Methanol
 17 % (v/v) Essigsäure
0,1 % (w/v) Brillantblau G250
Entfärbelösung:  30 % (v/v) Methanol
   7 % (v/v) Essigsäure
Das Gel wurde mindestens 10 min in der Färbelösung inkubiert. Mit Hilfe der
Entfärbelösung (3 bis 5x, 20 min) wurde der Hintergrund entfärbt und die
Proteinbanden wurden sichtbar.
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2.4.7 Westernanalyse
Für eine immunchemische Detektion wurden die Proteine aus dem Gel auf eine
PVDF-Membran (ImmobilonTMP, Porendurchmesser 0,45 µm, Millipore) im Semi-Dry-
Blotverfahren (1 h, 1,1 mA/cm2) transferiert. Die Membran wurde vor dem Transfer
kurz in Methanol äquilibriert.
Transferpuffer: 192 mM Glycin
  25 mM Tris
5,0 % (v/v) Methanol
0,1 % (w/v) SDS
Nach dem Transfer wurden die Membran durch Ponceau-S (0,5 % (w/v) in 1 % (v/v)
Essigsäure) gefärbt, um das Bandenmuster der transferierten Proteine sichtbar zu
machen. Der getrocknete Blot konnte bei RT gelagert werden.
2.4.8 Immunchemischer Nachweis
Westernpuffer (TBS-T):    1x TBS
   5 % Magermilchpulver
0,1 % Tween 20
Die Membran wurde 1 h bei RT oder üN bei 4°C in Westernpuffer inkubiert und
anschließend 1 h mit dem primären Antikörper (in Westernpuffer) inkubiert. Nach 3x
15 min Waschen in TBS-T erfolgte eine 30-minütige Inkubation mit dem HRP-
gekoppelten sekundären Antikörper (in Westernpuffer). Nach erneutem Waschen (3x
15 min) erfolgte die Detektion unter Verwendung des ECLplus-SystemsTM (Amersham
Pharmacia Biotech) nach Angaben des Herstellers.
2.4.9 Proteinbestimmung
Alle Proteinbestimmungen wurden mit den DC-Protein-Assay-Reagenzien der Firma
Bio-Rad nach Angaben des Herstellers durchgeführt.
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2.4.10 Reinigung von GST-Fusionsproteinen aus E. coli mittels
Affinitätschromatographie
Die klonierten GST-Fusionskonstrukte im Vektor pGEX-4T3 wurden zur späteren
Proteinreinigung in den E. coli Stamm BL21 transformiert. Von den Transformanden
wurde eine 10 ml Übernachtkultur bei 37°C angesetzt. Das Wachstum der
Hauptkultur (1:100 mit VK verdünnt) erfolgte in der Regel bei 37°C in LB+Amp
Medium (+2 % [w/v] Glucose) bis zu einer OD600 von 0,5. Zellen, die Proteine
exprimieren, die bei starker Überexpression zur Aggregatbildung neigen, wurden bei
30°C inkubiert (z.B. Cbs2p). Anschließend wurde die Expression der GST-
Fusionsproteine durch Zugabe von 0,1 mM IPTG und im Fall von Cbs2p mit 0,05 mM
IPTG induziert. Nach 1 h Kultivierung wurden die Zellen geerntet, in 1x PBS (+ 10 %
[v/v] Glycerol, + 1 % [v/v] Triton X-100, + 1 mM PMSF) resuspendiert und für 30 min
auf Eis inkubiert. Der anschließende Zellaufschluss erfolgte durch 6 Ultraschallpulse
von je 30 s, nach jedem Puls wurden die Proben für 2 min auf Eis gekühlt. Nach
Zentrifugation (5 min, 3000xg, 4°C) wurde der Überstand auf Eis aufbewahrt und das
Pellet wiederum in 1x PBS (+ 10 % [v/v] Glycerol, + 1 % [v/v] Triton X-100, + 1 mM
PMSF) resuspendiert und die Ultraschallbehandlung wiederholt. Nach erneutem
Zentrifugieren wurden die Überstände vereinigt und bei 14000xg und 4°C für 20 min
zentrifugiert. Der lösliche Proteinextrakt wurde unter leichtem Rotieren mit GSH-
Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech) für 1 h bei 4°C inkubiert (100 µl
Sepharose auf 10 ml Proteinextrakt), die Sepharose anschließend pelletiert (5 min,
500xg, 4°C) und 3x in mindestens 10 Volumen 1x PBS (+ 1 mM PMSF) gewaschen.
An Sepharose gebundenes GST-Fusionsprotein kann über mehrere Wochen bei –
20°C aufbewahrt werden.
Die Expression und Reinigung wurden durch SDS-Gelelektrophorese und
anschließende Coomassiefärbung überprüft.
2.4.11 In vitro-Bindungstest
Zunächst wurden 200-500 µg Mitochondrien in Lysispuffer resuspendiert und für 1 h
auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugieren (15 min, 20000xg, 4°C) des Ansatzes wurde
der Überstand zu 15-20 µg an die Sepharose gebundenes GST-Fusionsprotein
gegeben. Die Inkubation erfolgte für 2 h unter leichtem Rotieren bei 4°C und in
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Gegenwart von 1 mM bzw. 3 mM DTT. Anschließend wurden die Sepharose „beads“
sedimentiert (5 min, 500xg, 4°C) und 3 x in mindestens 10 Volumen Waschpuffer
gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte durch 5-minütiges Kochen
der Sepharose in 15 µl 2x SDS-Probenpuffer. Die Proben wurden in einem 12 %igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Lysispuffer:   20 mM Tris/HCl, pH 7,6
120 mM KCl
  20 mM MgCl2
    1 mM EDTA
    1 mM DTT
    1,3 %(v/v) Triton X-100
    1 mM PMSF
Waschpuffer:     1x PBS
    0,5 %(v/v) Triton X-100
    2 mM DTT
    1 mM PMSF
2.4.12 Coimmunpräzipitation
Es erfolgte die Vorinkubation von 50 µl Protein A-Agarose (Santa Cruz
Biotechnology) mit 8 µg anti-HA- (Boehringer Mannheim) bzw. Anti-Nam9p-
Antikörper (2-4 h). Zwischenzeitlich wurden 300 bis 1000 µg Mitochondrien 1 h auf
Eis in 1 ml Lysispuffer inkubiert. Die lysierten Mitochondrien wurden zentrifugiert (15
min, 20000xg, 4°C) und der Überstand 1h unter leichtem Rotieren bei 4°C mit Protein
A-Agarose inkubiert. Anschließend wurden sowohl die mit HA- bzw. Nam9p-
Antikörper vorinkubierte Protein A-Agarose, als auch die Protein A-Agarose,
vorinkubiert mit Mitochondrienlysat, präzipitiert (5 min, 500xg, 4°C). Der präzipitierte
Protein A-Agarose gebundene HA- bzw. Nam9p-Antikörper wurde mit dem
Überstand (vorinkubiertes Mitochondrienlysat) für 6-10 h unter leichtem Rotieren bei
4°C inkubiert. Nach Präzipitation der Agarose (5 min, 500xg, 4°C) folgten drei
Waschschritte: es wurde je 1 ml Lysispuffer zur Agarose gegeben und für 20 min
unter leichtem Rotieren inkubiert. Zum Schluss wurden 20 µl 2x SDS-Probenpuffer
zugegeben und der Ansatz 5 min gekocht. Die Proben wurden in einem 15 %igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
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Lysispuffer:   20 mM   Tris/HCl, pH 7,6
120 mM   KCl
  20 mM   MgCl2
    1 mM   EDTA
    1 mM   DTT
    1,3 % (v/v) Triton X-100
  PI-Mix
2.4.13 Blaue Nativ-Gelelektrophorese
Die Blaue Nativ-Gelelektrophorese wurde nach Schaegger and Jagow (1991)
durchgeführt.
2.4.14 Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskopie
Die Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskopie wurde, wie bei Kohlwein (2000)
beschrieben, am SFB Biomembrane Research Center der TU Graz durchgeführt.
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3 Ergebnisse
3.1 Phänotypische Auswirkungen von Mutationen im CBS2-Gen und der
Deletion von CBS2
3.1.1 Phänotypische Charakterisierung der Mutantenstämme MK6 und BS3-10
Zunächst wurden die phänotypischen Auswirkungen der cbs2-1-Mutation des
atmungsdefekten Stammes MK6 analysiert. Dieser Stamm wurde ursprünglich
wegen seines Defektes beim Prozessieren der COB-prä-mRNA untersucht (Pillar et
al., 1983). Die pet-Mutante MK6 akkumuliert eine prä-COB-mRNA mit dem Intron bI4
oder den Introns bI2, bI3 und bI4, je nach Vorhandensein einer kurzen oder langen
Version des COB-Gens (s. Einleitung). Es konnte ausgeschlossen werden, dass es
sich um einen primären Spleißdefekt von bI2 handelt, da die cbs2-Mutante
prozessierungsdefekt bleibt, wenn Mitochondrien mit Varianten des COB-Gens ohne
die Introns bI2 und bI3 eingeführt werden (Rödel et al., 1985; Körte, 1989). Mit einer
Revertante des Stammes MK6, die eine mitochondriale Suppressormutation enthält,
wurde ebenfalls belegt, dass der Spleißdefekt eine sekundäre Folge des Fehlens der
introncodierten Maturasen als Folge der Nicht-Translation von COB-Transkripten ist.
Die Suppression beruht auf einem Rearrangement der mt DNA, in dem der COB-
ORF mit der Leaderregion des nächsten 3´-seitig gelegenen Gens (OLI1) fusioniert
ist. Der Austausch des COB-Leaders gegen den OLI1-Leader ermöglicht die
Translation von Apocytochrom b unabhängig von einem funktionellen CBS1- bzw.
CBS2-Gen (Rödel et al., 1985; Rödel, 1986).
Zur phänotypischen Charakterisierung des Stammes MK6 wurde ein Tieftemperatur-
Spektrum der reduzierten Cytochrome mit dem eines Wildtypstammes (DBY747)
verglichen. Spektralanalytische Untersuchungen geben einen ersten Hinweis auf die
Funktionsfähigkeit der Elektronentransportkette, da bei Hefen die meisten
Cytochrome als Untereinheiten der mt Atmungskette vorliegen.
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Abb. 3: Tieftemperatur-Spektrum der Cytochrome des Wildtypstammes
DBY747 im Vergleich zum Mutantenstamm MK6
Die Zellen der Stämme DBY747 (A) und MK6 (B) wurden 16 h in Vollmedium (YP) mit 2 %
Raffinose kultiviert und Tieftemperatur-Spektren der reduzierten Cytochrome im
Wellenlängenbereich von 520 nm bis 650 nm aufgenommen. Die Absorptionsmaxima der
Cytochrome liegen für Cytochrom c bei 547 nm, für Cytochrom c1 bei 554 nm, für Cytochrom
b bei 558 nm und für die Cytochrome a + a3 zwischen 595 nm und 610 nm. Die
Absorptionsmaxima der einzelnen Cytochrome sind gekennzeichnet. Der Maßstab für die
Absorption ist in der Abbildung angegeben.
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Cytochrome enthalten als redoxaktive Proteine Hämgruppen, die während des
Elektronentransportes reversibel zwischen der Fe(II)- und Fe(III)-Form wechseln. Die
Hämgruppen der reduzierten [Fe(II)]-Cytochrome haben im sichtbaren Bereich
typische Absorptionsspektren. Damit korrelieren die in den Absorptionsspektren
auftretenden Peaks mit der Anwesenheit des jeweiligen Cytochromes (c, c1, b, a und
a3). Die Cytochrome a und a3 haben sehr eng beieinander liegende
Absorptionsmaxima und sind im Spektrum nur als ein breiter Peak nachweisbar.
Im Vergleich zum Wildtypstamm DBY747 sind in der Mutante MK6 stark reduzierte
Peaks für Cytochrom c1 (554 nm) und Cytochrom b (558 nm) und kein Peak im
Bereich von 595 nm bis 610 nm für die Cytochrome a + a3 nachweisbar. Dieser
Phänotyp lässt sich durch den Translationsdefekt von Cytochrom b erklären: Die
cbs2-Mutation im Stamm MK6 führt zu einer stark reduzierten bzw. zum Ausfall der
Cytochrom b-Synthese. Dadurch ist die Bildung eines intakten bc1-Komplexes der
Atmungskette gestört. Die gestörte Assemblierung bedingt einen erhöhten Abbau
nichtassemblierter Untereinheiten (Rep and Grivell, 1996; Glerum and Tzagoloff,
1997). Eine Folge davon ist die geringe Menge an Cytochrom c1. Der Ausfall der
Cytochrome a + a3 ist ebenfalls sekundär bedingt: das Spleißen des COX1-Introns
aI4 ist von der introncodierten bI4 Maturase des COB-Genes abhängig (De La Salle
et al., 1982).
Neben dem Stamm MK6 wurde der cbs2-Mutantenstamm BS3-10 spektralanalytisch
charakterisiert. Dieser Stamm führte zur Isolierung von ABC1 als multi copy
Suppressor der cbs2-223-Mutation (Bousquet et al., 1991).
Das Cytochromspektrum des Stammes BS3-10 zeigt, dass die Peaks der
Cytochrome b und c1 sehr stark reduziert sind und kein Peak für die Cytochrome a +
a3 nachweisbar ist (Abb. 4). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit dem
Cytochromspektrum des Stammes MK6. Die im Stamm BS3-10 vorhandene cbs2-
Mutation führt ebenfalls zum Ausfall der Cytochrom b-Synthese und als Folge
dessen zur reduzierten Bildung bzw. zum Fehlen von Cytochrom c1 und Cytochrom
aa3.
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Abb. 4: Tieftemperatur-Spektrum der Cytochrome des Mutantenstammes
BS3-10
Die Zellen des Stammes BS3-10 wurden 16 h in Vollmedium (YP) mit 2 % Glucose kultiviert
und ein Tieftemperatur-Spektrum der reduzierten Cytochrome im Wellenlängenbereich von
520 nm bis 650 nm aufgenommen. Die Absorptionsmaxima der Cytochrome liegen für
Cytochrom c bei 547 nm, für Cytochrom c1 bei 554 nm, für Cytochrom b bei 558 nm und für
die Cytochrome a + a3 zwischen 595 nm und 610 nm. Die Absorptionsmaxima der einzelnen
Cytochrome sind gekennzeichnet. Der Maßstab für die Absorption ist in der Abbildung
angegeben.
Die Mutantenstämme MK6 und BS3-10 wurden außerdem auf mögliche pleiotrope
Effekte der Mutationen untersucht. Dafür wurde das Wachstumsverhalten auf nicht-
fermentierbaren und nicht-reprimierenden Kohlenstoffquellen im Vergleich zum
Wildtypstamm DBY747 getestet. Es wurde ebenso überprüft, ob osmotischer Stress
Auswirkungen auf das Wachstum der beiden Stämme hat. Zur Auslösung eines
hyperosmotischen Stresses wurden NaCl und Sorbitol verwendet. Höhere
Konzentrationen von NaCl üben einen kombinierten Stress aus, weil neben dem
osmotischen Effekt die hohe Natriumionenkonzentration toxisch für die Zelle ist.
Sorbitol dagegen verursacht nur osmotischen Stress. Für Laborstämme von
S. cerevisiae werden üblicherweise 1 M NaCl bzw. 1,5 M Sorbitol zur Auslösung der
Zellantwort auf hyperosmotischen Stress eingesetzt (Hohmann and Mager, 1997).
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Zusätzlich wurde geprüft, ob diese Stämme unter anaeroben Bedingungen
wachstumsfähig sind. Die Ergebnisse sind in Tab. 2 dargestellt.
Stamm
DBY747 MK6 BS3-10
Wachstumsbedingungen (CBS2) (cbs2-1) (cbs2-223)
Glucose aerob - +++ +++ +++
Glucose anaerob - +++ +++ +++
Galaktose aerob - + + +
Glycerin aerob - +++ - -
Laktat aerob - +++ - -
Glucose aerob + 1,5 M Sorbitol ++ ++ ++
Ko
hl
en
st
of
fq
ue
lle
Glucose aerob + 1,0 M NaCl ++ ++ ++
Tab. 2: Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen und osmotisch
wirksamer Substanzen auf das Wachstum der Mutantenstämme
MK6 und BS3-10 sowie des Wildtypstammes DBY747
Die phänotypische Charakterisierung der Stämme erfolgte nach 2-5 Tagen Inkubation unter
den angegebenen Bedingungen bei 23°C, 30°C und 37°C. Da kein temperaturabhängiger
Effekt nachweisbar war, sind nur die Ergebnisse bei 30°C dargestellt. „+++“
Wildtypwachstum, „++“ mittleres Wachstum, „+“ geringes Wachstum, „-“ kein Wachstum.
Erwartungsgemäß sind die Mutanten MK6 und BS3-10 respirationsdefizient und
somit nicht in der Lage, auf den nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie
Glycerin und Laktat zu wachsen. Die Cbs2-Mutantenproteine beider Stämme können
auch nicht partiell die Funktion des Cbs2-Proteins erfüllen, welches Voraussetzung
für eine intakte Atmungskette ist. In der Verwertung fermentierbarer
Kohlenstoffquellen wie Glucose oder Galaktose ist kein unterschiedliches
Wachstumsverhalten der Stämme MK6 und BS3-10 im Vergleich zum Wildtypstamm
DBY747 erkennbar. Allerdings können sowohl der Wildtypstamm als auch die
Mutantenstämme Galaktose schlechter als Glucose verwerten. Möglicherweise sind
in diesen Stämmen eine oder mehrere Mutationen in Genen, die für Proteine der
Galaktoseverwertung codieren, vorhanden.
Weder osmotischer Stress noch anaerobe Kultivierungsbedingungen hatten einen
Einfluss auf das Wachstum dieser Stämme.
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3.1.2 Charakterisierung des cbs2-Deletionsstammes KT1 im Vergleich zur
cbs1/cbs2-Doppelmutante KT2
In der cbs2-Deletionsmutante UM1 (Derivat des Stammes CG379) sind ca. 75 % des
CBS2-Leserahmens deletiert. Charakteristisch für diesen Stamm ist der rasche
Verlust der mt DNA. Dies hat zur Folge, dass Transformanden aufgrund des rhoo-
Genotyps atmungsdefekt sind und somit Aussagen über Effekte von Cbs2-
Mutantenproteinen hinsichtlich ihres Wachstums auf Glycerin erschwert werden. Um
zu überprüfen, ob der schnelle Verlust der mt DNA durch den Ausfall des CBS2-
Gens verursacht wird oder stammspezifisch bedingt ist, wurde eine neue cbs2-
Deletionsmutante in einem anderen Wildtypstamm (DBY747) erzeugt (s. 2.3.12.1).
Die resultierende Deletionsmutante KT1 zeigte keinen signifikanten Verlust der
mitochondrialen DNA. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der Verlust des
mitochondrialen Genoms im Stamm UM1 als Folge der Deletion von CBS2 offenbar
zusätzliche genetische Faktoren erfordert.
Im Gegensatz zu UM1, bei dem noch etwa 25 % des CBS2-ORFs erhalten sind,
wurde eine vollständige Deletion durchgeführt. Damit sind mögliche negative Effekte
des verbliebenen CBS2-Anteils ausgeschlossen. Der cbs2-Deletionsstamm KT1
verhielt sich im Wachstum auf allen getesten Substraten wie UM1 (Tab. 3). In den
weiteren Untersuchungen wurden beide Stämme eingesetzt.
Um zu überprüfen, welchen Effekt der gleichzeitige Ausfall der beiden
Translationsaktivatoren Cbs1p und Cbs2p in einer Zelle hat, wurde eine cbs1/cbs2-
Doppelmutante ausgehend vom Stamm KT1 hergestellt (s. 2.3.12.2). Die cbs2-
Deletionsmutanten UM1 und KT1 sowie die cbs1/cbs2-Doppeldeletionsmutante KT2
wurden unter verschiedenen Wachstumsbedingungen, wie in Tab. 3 angegeben,
kultiviert und hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens beurteilt. Erwartungsgemäß
sind alle Deletionsstämme atmungsdefizient, also nicht in der Lage auf Glycerin-
oder Laktatmedium zu wachsen. In der Verwertung von vergärbaren
Kohlenstoffquellen, wie Glucose oder Galaktose, gab es zwischen den
Deletionsmutanten und dem Wildtypstamm keinen Unterschied.
Weder Stress noch anaerobe Kultivierungsbedingungen beeinflussten das
Wachstumsverhalten der untersuchten Stämme.
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Stamm
DBY747 UM1 KT1 KT2
Wachstumsbedingungen (CBS2) (∆cbs2) (∆cbs2) (∆cbs1,cbs2)
Glucose aerob - +++ +++ +++ +++
Glucose anaerob - +++ +++ +++ +++
Galaktose aerob - + + + +
Glycerin aerob - +++ - - -
Laktat aerob - +++ - - -
Glucose aerob + 1,5 M Sorbitol ++ ++ ++ ++
Ko
hl
en
st
of
fq
ue
lle
Glucose aerob + 1,0 M NaCl ++ ++ ++ ++
Tab. 3: Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen und osmotisch
wirksamer Substanzen auf das Wachstum der cbs2-
Deletionsstämme UM1 und KT1 sowie der cbs1/cbs2-
Doppelmutante KT2 und des Wildtypstammes DBY747
Die phänotypische Charakterisierung der Stämme erfolgte nach 2-5 Tagen Inkubation unter
den angegebenen Bedingungen bei 23°C, 30°C und 37°C. Da kein temperaturabhängiger
Effekt nachweisbar war, sind nur die erhaltenen Ergebnisse bei 30°C dargestellt. „+++“
Wildtypwachstum, „++“ mittleres Wachstum, „+“ geringes Wachstum, „-“ kein Wachstum.
Außerdem wurde mit den Stämmen KT1 (∆cbs2) und KT2 (∆cbs1, ∆cbs2) eine
Spektralanalyse durchgeführt, um Rückschlüsse auf die vorhandenen Cytochrome
zu ziehen. In der folgenden Abb. 5 ist das Ergebnis dargestellt.
Ergebnisse
66
A:
B:
Abb. 5: Tieftemperatur-Spektren der Deletionstämme KT1 und KT2
Zellen der Stämme KT1 (A) bzw. KT2 (B) wurden in Vollmedium (YP) mit 2 % Raffinose 16 h
kultiviert. Tieftemperatur-Spektren der reduzierten Cytochrome wurden im
Wellenlängenbereich von 520 nm bis 650 nm aufgenommen. Die Absorptionsmaxima der
Cytochrome sind: Cytochrom c: 547 nm, Cytochrom c1: 554 nm, Cytochrom b: 558 nm und
für die Cytochrome a + a3: 595-610 nm. Die Absorptionsmaxima sind gekennzeichnet. Der
Maßstab für die Absorption ist in der Abbildung angegeben.
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Die Spektren der Stämme KT1 und KT2 zeigen eine deutliche Reduktion des
Cytochrom c1 Peaks bei 554 nm. Weiterhin fehlt der Cytochrom b Peak bei 558 nm
fast vollständig. Diese Ergebnisse waren aufgrund der durch die Deletion von CBS2
und CBS1/CBS2 ausgefallenen Translation der COB-mRNA zu erwarten; sie lassen
sich wie oben (s. 3.1.1) begründen.
Die immunologische Analyse mitochondrialer Fraktionen der Mutantenstämme KT1,
KT2, MK6, BS3-10 und UM1 im Vergleich zum Wildtypstamm DBY747 bestätigt,
dass der Ausfall von Cbs2p oder Cbs1p und Cbs2p zum Ausfall von Cox1p führt
(Abb. 6). Auch die „steady-state“ Konzentration von Cox2p ist stark reduziert,
vermutlich als Folge verstärkten proteolytischen Abbaus aufgrund der gestörten
Assemblierung der Cytochrom c-Oxidase.
Abb. 6: Westernanalyse der mitochondrialen Fraktionen des
Wildtypstammes DBY747 sowie der Mutantenstämme UM1, KT1,
KT2, MK6 und BS3-10
Es wurden jeweils 50 µg mitochondriale Proteine des Wildtypstammes DBY747 (Spur 1 und
5), der Deletionsstämme UM1 (Spur 2), KT1 (Spur 3) und KT2 (Spur 4) sowie der
Mutantenstämme MK6 (Spur 6) und BS3-10 (Spur 7) in einem 12 %igen SDS-PAA-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit Cox1p- und
Cox2p-Antiserum detektiert.
 1        2     3    4      5      6      7
Cox1p
Cox2p
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3.2 Untersuchungen zur Funktion des N-Terminus von Cbs2p für den mito-
chondrialen Import
3.2.1 Deletionen am aminoterminalen Ende von Cbs2p
Die aminoterminale Sequenz von Cbs2p weist einige Charakteristika klassischer
mitochondrialer Präsequenzen (Häufung positiv geladener und hydroxylierter As,
amphipatische Helix (Hartl et al., 1989)) auf. In der SDS-gelelektrophoretischen
Auftrennung von in vitro translatiertem und in Mitochondrien importiertem Cbs2p ist
kein Unterschied im Laufverhalten der beiden Proteine und somit kein Hinweis auf
eine Prozessierung zu erkennen (Michaelis and Rödel, 1990). Da die eingesetzte
analytische Methode in der Lage ist, Unterschiede von weniger als 500 Dalton
aufzulösen, ist zu vermuten, dass der Import von Cbs2p ohne Prozessierung oder
mit der Abspaltung von höchstens zwei bis drei Aminosäuren am N-Terminus
einhergeht.
Interessanterweise findet sich das Motiv der As 2-4 (Ser2, Ser3, Ser4) auch in einigen
anderen aminoterminalen Sequenzen mitochondrialer Proteine, z.B. bei Cbp6p
(Dieckmann and Tzagoloff, 1985), Cbp2p (McGraw and Tzagoloff, 1983) und
Pet 111p (Strick and Fox, 1987). Während für Pet111p nicht bekannt ist, ob eine
Prozessierung stattfindet, wird für Cbp2p und Cbp6p keine Prozessierung am
Aminoterminus erwartet (Huang et al., 1987; Moerschell et al., 1990).
Es sollte untersucht werden, ob die N-terminalen As für den mitochondrialen Import
von Cbs2p von Bedeutung sind. Dafür wurde das Protein durch gerichtete in vitro-
Mutagenese sukzessiv N-terminal verkürzt. Die cbs2-Deletionsmutante UM1 wurde
mit den resultierenden Konstrukten in single copy Vektoren (pRS415-Derivate) bzw.
multi copy Vektoren (YEp351-Derivate) unter Kontrolle des authentischen CBS2-
Promotors transformiert und die entsprechenden Transformanden auf ihre
Atmungskompetenz überprüft. Um temperaturabhängige Effekte zu erfassen, erfolgte
die Inkubation der Transformanden bei drei unterschiedlichen Temperaturen (23°C,
30°C, 37°C). Abb. 7 gibt eine Übersicht über die verkürzten Cbs2p-Derivate,
exprimiert von den Vektoren pRS415 bzw. YEp351, und deren Fähigkeit, die cbs2-
Nullmutante UM1 hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens auf Glycerin zu
komplementieren.
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Abb. 7: Komplementationsverhalten N-terminal verkürzter Cbs2p-Derivate
in Abhängigkeit von der Expressionshöhe
Schematische Darstellung von Wildtyp CBS2 (1-389) und N-terminal verkürzten cbs2-
Konstrukten unter Kontrolle des authentischen CBS2-Promotors in dem single copy Vektor
pRS415 bzw. in dem multi copy Vektor YEp351. Der Bereich der N-terminalen Deletionen in
den resultierenden Mutantenproteinen ist in der roten Klammer angegeben. Die Ergebnisse
der Komplementationsanalysen von Cbs2p und den N-terminal verkürzten
Mutantenproteinen in der cbs2-Deletionsmutante UM1, resultierend im Wachstumsverhalten
auf Glycerinmedium, sind auf der rechten Seite dargestellt. Da nur das Protein Cbs2p(∆2-9)
einen temperatursensitiven Phänotyp verursacht, sind die anderen Ergebnisse bei 30°C
dargestellt. „+++“ Wildtyp-Wachstum, „++“ mittleres Wachstum, „-“ kein Wachstum, „hs“
hitzesensitiv, n.d. = nicht durchgeführt.
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Das Wachstumsverhalten des Cbs2p(∆2-7) exprimierenden Stammes UM1 zeigt,
dass unabhängig von der Expressionshöhe die Deletion der aminoterminalen As 2-7
keine Beeinträchtigung der Funktion des Proteins zur Folge hat. Dieses Resultat
beweist, dass das Ser3-Motiv nicht essentiell für den mitochondrialen Import von
Cbs2p ist. Cbs2p(∆2-9) unter authentischer Expression (pRS415) ist nicht in der
Lage, die cbs2-Deletionsmutante UM1 zu komplementieren. Transformanden, die in
hoher Kopienzahl (YEp351) Cbs2p(∆2-9) exprimieren, wachsen bei 23°C und 30°C,
jedoch nicht bei 37°C. Alle weitergehenden Verkürzungen am Aminoterminus von
Cbs2p bedingen eine vollständige Atmungsdefizienz bei 23°C, 30°C und 37°C.
Die Komplementationsanalyse N-terminal verkürzter Cbs2p-Derivate ergab, dass der
N-Terminus mit Ausnahme der aminoterminalen As 2-7 wichtig für die Funktionalität
des Proteins ist.
3.2.2 Mitochondrialer Import von Gfp durch N-terminale Sequenzen von Cbs2p
Die N-terminalen Verkürzungen von Cbs2p haben gezeigt, dass Deletionen von acht
oder mehr As zu einem temperatursensitiven Phänotyp bzw. zum vollständigen
Verlust des Wachstums auf nicht-vergärbaren Substraten führen. Eine Ursache dafür
könnte der gestörte Import dieser Proteine in die Mitochondrien sein. Die Bedeutung
N-terminaler Sequenzen für den mitochondrialen Import von Cbs2p wurde mit Hilfe
von Fusionsproteinen zwischen verschiedenen N-terminalen Abschnitten von Cbs2p
und dem Reporterprotein Gfp getestet. Abb. 8 gibt eine Übersicht über die
konstruierten chimären Gene zwischen CBS2 und GFP. Als Kontrollen dienten GFP
und eine Fusion des kompletten Leserahmens von CBS2 mit GFP.
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Abb. 8: CBS2-GFP-Fusionsgene
Schematische Darstellung der konstruierten Chimären zwischen verschiedenen Anteilen von
CBS2 und GFP unter Kontrolle des induzierbaren MET25-Promotors. Der Bereich von
Cbs2p der Fusionsproteine ist in der Klammer angegeben.
Die chimären Konstrukte zwischen CBS2 und GFP wurden in den Vektor pGFP-C-
FUS unter Kontrolle des MET25-Promotors kloniert, welcher durch das Fehlen von
Methionin im Medium induziert werden kann (Thomas et al., 1989). Nach
Transformation des Wildtypstammes CEN.PK2 mit den rekombinanten Plasmiden
erfolgte die Kultivierung der resultierenden Transformanden für drei Stunden in
Methionin-freiem Medium. Die intrazelluläre Lokalisierung der Fusionsproteine wurde
mit dem Konfokalen-Laser-Scanning-Mikroskop (KLSM) vorgenommen. In Abb. 9
sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abb. 9: KLSM-Aufnahmen von Hefezellen, die Cbs2p-Gfp-Fusionsproteine
exprimieren
Die KSLM-Aufnahmen wurden mit Zellen des Wildtypstammes CEN.PK2, die Gfp (oben),
Cbs2p-Gfp (Mitte) bzw. Cbs2p(1-35)-Gfp (unten) exprimieren, nach drei Stunden Induktion in
Methionin-freiem Medium durchgeführt. Mit den Cbs2p-Gfp exprimierenden Transformanden
wurde eine Kontrollfärbung mit dem Mitochondrien-spezifischen Farbstoff DASPMI
vorgenommen (mittlere Abb., unten). Der weiße Balken entspricht 10 µm.
A: Interferenzkontrastmikroskopie nach Nomarski (DIC)
B: Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskopie (KSLM)
Gfp
Cbs2p-Gfp
Cbs2p-Gfp
Cbs2p(1-35)-Gfp
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Das Cbs2p-Gfp-Fusionsprotein ist in der Lage, eine cbs2-Nullmutante funktionell zu
komplementieren. Erwartungsgemäß konnte es mittels KLSM in den Mitochondrien
lokalisiert werden (Abb. 9B, Mitte (1)): In den Transformanden ist ein tubuläres
Netzwerk erkennbar. Dieses Netzwerk repräsentiert die Mitochondrien, wie durch die
Kontrollfärbung mit dem Mitochondrien-spezifischen Farbstoff DASPMI bestätigt wird
(Abb. 9B, Mitte (2)). Außerdem sind nach längerer Kultivierung unter induzierenden
Bedingungen distinkte mitochondriale Fluoreszenzsignale erkennbar, möglicherweise
Aggregate des Cbs2p-Gfp-Fusionsproteins. Die Aggregatbildung könnte durch
Überexpression des Cbs2p-Gfp-Wildtypproteins hervorgerufen werden. Ein
mitochondriales Netzwerk ist ebenfalls in Transformanden, die Cbs2p(1-35)-Gfp
exprimieren, erkennbar (Abb. 9B, unten). Dieses Ergebnis zeigt, dass die ersten 35
Aminosäuren von Cbs2p in der Lage sind, den Import eines Reporterproteins in die
Mitochondrien zu vermitteln. Erwartungsgemäß konnte Gfp im Cytosol lokalisiert
werden (Abb. 9B, oben). Ebenso konnte mikroskopisch gezeigt werden, dass die
Fusionsproteine Cbs2p(1-15)-Gfp und Cbs2p(1-25)-Gfp im Cytosol vorliegen (Daten
nicht gezeigt). Offenbar repräsentieren die ersten 15 bzw. 25 Aminosäuren kein
ausreichendes Importsignal, um Gfp vollständig in die Mitochondrien zu
transportieren.
Zur Bestätigung dieser Ergebnisse wurde die intrazelluläre Lokalisierung der Cbs2p-
Gfp-Chimären mittels Westernanalyse vorgenommen. Mitochondriale und
cytoplasmatische Fraktionen wurden aus den Cbs2p-Gfp, Cbs2p(1-15)-Gfp,
Cbs2p(1-25)-Gfp und Cbs2p(1-35)-Gfp exprimierenden CEN.PK2-Transformanden
isoliert und auf das Vorhandensein der Gfp-Fusionsproteine mit Gfp-Antikörpern
untersucht. Die Kontrolle der Reinheit der mitochondrialen bzw. cytosolischen
Fraktion erfolgte mit Antikörpern gegen die Untereinheit 2 der mitochondrialen
Cytochrom c-Oxidase (Cox2p) bzw. gegen die cytosolische Phosphoglyceratkinase
(Pgk1p). Die Ergebnisse in Abb. 10 zeigen, dass Cbs2p-Gfp vollständig in der
mitochondrialen Fraktion nachweisbar ist. Ein ähnliches Ergebnis konnte für das
Cbs2p(1-35)-Gfp-Fusionsprotein gezeigt werden, allerdings mit deutlich
schwächerem Signal. Im Fall von Cbs2p(1-15)-Gfp und Cbs2p(1-25)-Gfp sind die
Proteine in der mitochondrialen Fraktion, aber auch in der cytosolischen Fraktion
nachweisbar. Somit werden diese Proteine nicht vollständig in die Mitochondrien
importiert. Die partielle Lokalisation von Cbs2p(1-15)-Gfp und Cbs2p(1-25)-Gfp in
den Mitochondrien war in den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen nicht
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erkennbar, weil das Fluoreszenzsignal der Proteine im Cytosol stärker als das
punktuelle Signal der Proteine in den Mitochondrien war. Aus Abb. 10 ist ebenfalls
ersichtlich, dass Cox2p ausschließlich in der mitochondrialen Fraktion vorhanden ist.
Pgk1p ist im Cytosol, daneben sehr schwach, aber reproduzierbar in der
mitochondrialen Fraktion der Cbs2p-Gfp und Cbs2p(1-15)-Gfp exprimierenden Zellen
nachweisbar. Diese beiden mitochondrialen Fraktionen sind demnach geringfügig mit
der cytosolischen Fraktion verunreinigt.
Zusammenfassend bestätigten die mittels KLSM und Westernanalyse erhaltenen
Ergebnisse, dass die ersten 35 Aminosäuren von Cbs2p ein Importsignal
repräsentieren, welches in der Lage ist, Gfp in die Mitochondrien zu dirigieren.
Abb. 10: Intrazelluläre Lokalisierung von Cbs2p-Gfp-Chimären mittels
Westernanalyse
50 µg Proteine der mitochondrialen (M) und 25 µg der cytosolischen (C) Fraktion von
Transformanden des Wildtypstammes CEN.PK2, welche Cbs2p-Gfp (1), Cbs2p(1-15)-Gfp
(2), Cbs2p(1-25)-Gfp (3) oder Cbs2p(1-35)-Gfp (4) exprimieren, wurden in einem 12 %igen
SDS-PAA-Gel aufgetrennt und einer Westernanalyse mit Antikörpern gegen Gfp (oben),
Cox2p (Mitte) und Pgk1p (unten) unterzogen.
3.2.3 Nachweis eines weiteren internen Importsignals von Cbs2p
Es ist bekannt, dass in einigen mitochondrialen Proteinen außer der typischen N-
terminalen Präsequenz ein weiteres, internes Signal den Import in die Mitochondrien
bewirken kann (Neupert, 1997). Importuntersuchungen mit Cbs1p, dessen
aminoterminale Präsequenz (As1-29) beim Import in die Mitochondrien abgespalten
wird (Körte et al., 1989), zeigten, dass Cbs1p unter authentischer Expression auch
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ohne die N-terminale Präsequenz in die Mitochondrien importiert wird (Krause-
Buchholz et al., 2000). Das bedeutet, dass Cbs1p über wenigstens ein weiteres
Importsignal verfügen muß.
Im Fall von Cbs2p erlauben die unter 3.2.2 gezeigten Befunde keine Aussage
darüber, ob das Protein ebenfalls noch über weitere Importsignale verfügt. Zur
Überprüfung, ob der N-Terminus die einzige mitochondriale Importsequenz von
Cbs2p darstellt, wurde die intrazelluläre Lokalisierung von Cbs2p-Derivaten ohne die
N-terminalen As 2-7, 2-9, 2-16, 2-25 und 2-35 vorgenommen. Für die
immunologische Detektion wurde an die entsprechenden Mutantenallele C-terminal
eine dreifache Tandemanordnung des HA-Epitops kloniert (s. 2.3.8.15). Die
genannten in vitro-Mutagenese Konstrukte wurden in den single copy Vektor pRS414
integriert und in die cbs2-Deletionsmutante UM1 transformiert. Die Transformanden
wurden darauf untersucht, ob die Cbs2-Mutantenproteine in der mitochondrialen
Fraktionen nachweisbar sind. Überraschenderweise können alle N-terminal
verkürzten Cbs2-Proteine in der mitochondrialen Fraktion nachgewiesen werden
(Abb. 11). Cox2p diente als Marker für den Nachweis der mitochondrialen Fraktion.
Eine Kontamination der mitochondrialen Fraktion durch cytosolische Proteine wurde
durch das Fehlen von cytosolischer Pgk1p ausgeschlossen.
Abb. 11: Immunologischer Nachweis von N-terminal verkürzten Cbs2-
Proteinen in Mitochondrien
Es wurden jeweils 50 µg mitochondriale Proteine der Cbs2p-3HA (1), Cbs2p(∆2-7)-3HA (2),
Cbs2p(∆2-9)-3HA (3), Cbs2p(∆2-16)-3HA (4), Cbs2p(∆2-25)-3HA (5) und Cbs2p(∆2-35)-3HA
(6) exprimierenden Transformanden der cbs2-Nullmutante UM1 in einem 12 %igen SDS-
PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit Cox2p-,
Pgk1p- und HA-Antiserum detektiert. Während in Spur 1-3 schwache Abbaubanden der
Cbs2-Proteine auftreten, ist in Spur 4 die Konzentration eines Abbauproduktes (Stern) stark
erhöht.
  1        2  3   4    5  6
HA
Cox2p
Pgk1p
Ergebnisse
76
Dieses Ergebnis bedeutet, dass in allen N-terminal verkürzten Cbs2-
Mutantenproteinen wenigstens eine weitere mitochondriale Targetinginformation,
unabhängig von dem N-terminalen Importsignal, vorhanden ist. Um zu prüfen, ob
diese Proteine tatsächlich in den Mitochondrien lokalisiert sind oder nur an der
Mitochondrienmembran assoziiert vorliegen, wurden die Mitochondrien mit
steigenden Konzentrationen von Proteinase K behandelt. Die extern zugesetzte
Proteinase K kann nur Proteine oder Anteile von Proteinen angreifen, die von der
äußeren Mitochondrienmembran zur cytosolischen Seite hin orientiert sind. Die
Resistenz gegenüber Proteinase K gibt daher Auskunft über die vollständige
Lokalisation eines Proteins innerhalb der Mitochondrien. Bei Solubilisierung der
Membran durch Detergenzien, wie z.B. Triton X-100, werden auch Proteine innerhalb
der Mitochondrien für die Proteinase K angreifbar. Die Abb. 12 zeigt das Ergebnis
einer Proteinase K Behandlung von Mitochondrien aus dem Cbs2p(∆2-35)-3HA
exprimierenden cbs2-Deletionsstamm UM1.
Abb. 12: Proteinase K Behandlung von Mitochondrien der Cbs2p(∆2-35)-
3HA exprimierenden cbs2-Deletionsmutante UM1
In der Spur 1 wurden 50 µg Protein aus unbehandelten Mitochondrien, in den Spuren 2-5
jeweils 150 µg mitochondriale Proteine zeitabhängig mit Proteinase K (100 µg/ml) behandelt
und in den Spuren 6-9 jeweils 150 µg Protein aus Mitochondrien, die mit Proteinase K (100
µg/ml) und 2 % Triton X-100 behandelt wurden, auf einem 12 %igen SDS-PAA-Gel
aufgetrennt. Anschließend wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert und mit
HA-Antiserum bzw. Hsp70p-Antiserum detektiert.
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Ähnlich dem mitochondrialen Matrixprotein Hsp70p ist Cbs2p(∆2-35)-3HA resistent
gegenüber Proteinase K. Nach Solubilisierung der Membran durch Triton X-100 wird
Cbs2p(∆2-35)-3HA abgebaut (Abb. 12). Identische Ergebnisse wurden für die N-
terminal verkürzten Mutantenproteine Cbs2p(∆2-7)-3HA, Cbs2p(∆2-16)-3HA und
Cbs2p(∆2-25)-3HA erhalten (ohne Abb.). Diese Daten zeigen, dass alle N-terminal
verkürzten Cbs2-Proteine tatsächlich in die Mitochondrien importiert werden und
nicht nur an der Mitochondrienmembran assoziiert vorliegen.
Die Anwesenheit eines weiteren, nicht am N-Terminus lokalisierten mitochondrialen
Importsignals wurde durch die intrazelluläre Lokalisierung von Cbs2p-Gfp-
Fusionsproteinen bestätigt. Abb. 13 gibt eine Übersicht über die konstruierten
chimären Gene zwischen CBS2 und GFP.
Abb. 13: CBS2-GFP-Fusionsgene
Schematische Darstellung der konstruierten Chimären zwischen verschiedenen Anteilen von
CBS2 und GFP unter Kontrolle des induzierbaren MET25-Promotors. Die Länge des
vorhandenen As-Bereichs von Cbs2p der resultierenden Fusionsproteine ist in der Klammer
angegeben.
Gfp ist erwartungsgemäß nicht innerhalb der Mitochondrien detektierbar (Daten nicht
gezeigt). Die N-terminal verkürzten Formen Cbs2p(36-389)-Gfp und Cbs2p(51-389)-
Gfp wurden dagegen hauptsächlich in der mitochondrialen Fraktion nachgewiesen.
Ein ähnliches Ergebnis konnte für die C-terminal um 20 As Cbs2p(1-369)-Gfp (ohne
Abb.) bzw. um 50 As (Cbs2p(1-339)-Gfp) verkürzten Fusionsproteine gezeigt werden
(Abb. 14). Die Qualität der Fraktionierung wurde mit Antikörpern gegen die
cytosolisch lokalisierte Pgk1p (Mitte) und mitochondriales Cox2p (unten) überprüft.
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Diese Resultate bestätigen, dass Cbs2p über wenigstens zwei unabhängig wirkende
Importsignale verfügt.
Abb. 14: Immunologischer Nachweis von N- bzw. C-terminal verkürzten
Cbs2p-Gfp-Fusionsproteinen
50 µg Protein der mitochondrialen (M) und 25 µg der cytosolischen (C) Fraktion von
Transformanden des Wildtypstammes CEN.PK2, die Cbs2p-Gfp (1), Cbs2p(36-389)-Gfp (2),
Cbs2p(51-389)-Gfp (3) oder Cbs2p(1-339)-Gfp (4) exprimieren, wurden in einem 12 %igen
SDS-PAA-Gel aufgetrennt und einer Westernanalyse mit Antikörpern gegen Gfp (oben),
Pgk1p (Mitte) und Cox2p (unten) unterzogen.
3.3 Untersuchungen zur Stabilität des Cbs2-Proteins
3.3.1 N-terminale Verkürzungen von Cbs2p führen zur Instabilität des Proteins
Die Deletion der N-terminalen As 2-11 führt zum Funktionsverlust des Cbs2-Proteins
(s. 3.2.1). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass N-terminale Verkürzungen von
Cbs2p nicht den Import des Proteins beeinflussen.
Eine mögliche Ursache dafür, dass die N-terminal verkürzten Cbs2-Proteine nicht
mehr in der Lage sind, die cbs2-Nullmutante zu komplementieren, könnte ein
verstärkter proteolytischer Abbau dieser Proteine sein. Zur Überprüfung, ob die
aminoterminal verkürzten Cbs2-Proteine einer erhöhten Proteolyse unterworfen sind,
wurde die „steady-state“ Konzentration von Cbs2p-3HA, Cbs2p(∆2-7)-3HA,
Cbs2p(∆2-16)-3HA, Cbs2p(∆2-25)-3HA und Cbs2p(∆2-35)-3HA in Cycloheximid-
behandelten Zellen geprüft. Dazu wurden Zellen der cbs2-Deletionsmutante UM1,
transformiert mit den N-terminal verkürzten cbs2-Allelen, in Gegenwart von
Cycloheximid (200 µg/ml), einem Inhibitor der cytosolischen Translation, kultiviert.
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Nach 15, 45 und 90 min wurden Aliquots entnommen, die Gesamtzellextrakte
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit HA-
und Pgk1p-Antiserum immundekoriert. Die erhaltenen Ergebnisse sind in der Abb. 15
zusammengefasst. Mit dem Pgk1p-Antikörper wurde gezeigt, dass bei jeder Probe
ungefähr die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde. Erkennbar ist, dass die
Konzentrationen an Cbs2p-3HA und Cbs2p(∆2-7)-3HA über die gesamte
Versuchsdauer keinen signifikanten Unterschied aufweisen. Im Gegensatz dazu
konnte bei den verkürzten Mutantenproteinen Cbs2p(∆2-16)-3HA, Cbs2p(∆2-25)-
3HA und Cbs2p(∆2-35)-3HA ein Abbau der Proteine nachgewiesen werden. Bei
Cbs2p(∆2-7)-3HA und Cbs2p(∆2-16)-3HA sind schon vor Zugabe von Cycloheximid
verstärkt Degradationsprodukte nachweisbar. Verglichen mit der jeweiligen
Gesamtmenge der beiden deletierten Cbs2-Proteine erscheint der Abbau von
Cbs2p(∆2-16)-3HA am stärksten. Die Deletion der 15 aminoterminalen As bewirkt
demnach die höchste Instabilität des Cbs2-Proteins. Somit könnten diese 15 As bei
der Ausbildung einer proteaseresistenten Struktur des Proteins beteiligt sein.
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Abb. 15: Stabilität von N-terminal verkürzten Cbs2-Proteinen
Cbs2p (1), Cbs2p(∆2-7)-3HA (2), Cbs2p(∆2-16)-3HA (3), Cbs2p(∆2-25)-3HA (4) und
Cbs2p(∆2-35)-3HA (5) exprimierende Transformanden des cbs2-Deletionsstammes UM1
wurden in Gegenwart von Cycloheximid (200 µg/ml) 15 min, 45 min und 90 min kultiviert. Die
Konzentrationen der jeweiligen Proteine vor Cycloheximidzugabe sind in 0 min gezeigt. Nicht
transformierte UM1 Zellen wurden gleichermaßen behandelt und in Spur 6 aufgetragen.
Nach Präparation der Zellextrakte wurden die Proteine in einem 12 %igen SDS-PAA-Gel
aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit HA- (A) bzw. Pgk1p- (B) Antiserum
immundekoriert. Die Banden, die den Proteinen Cbs2p-3HA (1), Cbs2p(∆2-7)-3HA (2),
Cbs2p(∆2-25)-3HA (4) und Cbs2p(∆2-35)-3HA (5) entsprechen, sind mit einem roten Stern
markiert. Der Pfeil zeigt die Position von Cbs2p(∆2-16)-3HA an. Die schon vor Zugabe von
Cycloheximid auftretenden starken Degradationsprodukte von Cbs2p(∆2-7) und Cbs2p(∆2-
16) sind mit einem gelben Stern markiert. In nicht-transformierten UM1 Zellen (6) ist eine
Kreuzreaktion des HA-Antikörpers gegen ein cytosolisches Protein erkennbar, welches die
gleiche Größe wie Cbs2p–3HA aufweist. Die kreuzreagierende Bande ist mit einem grünen
Stern gekennzeichnet.
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3.3.2 Die Wirkung der aminoterminalen 15 As von Cbs2p auf die
Proteinstabilität
Um zu testen, ob die aminoterminalen 15 As von Cbs2p eine stabilisierende Wirkung
für ein mitochondriales Protein haben könnten, wurde die Wirkung dieser As auf ein
N-terminal verkürztes Sco1p-Derivat untersucht. Sco1p ohne die aminoterminalen As
2-32 ist in der Lage, die sco1-Deletionsmutante GR20 hinsichtlich ihres Wachstums
auf Glycerinmedium zu komplementieren. Im Unterschied zu anderen
komplementierenden Sco1p-Derivaten ist dieses Protein Sco1p(∆2-32) nur
geringfügig in der Lage, eine sco1/sco2-Doppelmutante (AR2) funktionell zu
komplementieren (Tab. 4). SCO2 ist ein Gen unbekannter Funktion mit hoher
Ähnlichkeit zu SCO1, dessen Deletion keinen erkennbaren Phänotyp bedingt (Smits
et al., 1994; Glerum et al., 1996). Als mögliche Erklärung für das unterschiedliche
Komplementationsverhalten wird diskutiert, dass Sco1p(∆2-32) im Stamm AR2, nicht
jedoch im GR20, einer verstärkten Proteolyse unterliegt (A. Lode, persönliche
Mitteilung). Daher war es interessant zu prüfen, ob die N-terminalen 15 As von
Cbs2p, für die eine stabilisierende Wirkung postuliert wird, in der Lage sind, diesen
Effekt des unterschiedlichen Komplementationsverhaltens von Sco1p(∆2-32), in den
Stämmen GR20 und AR2, aufzuheben. Mit Hilfe eines Fusionsproteins zwischen den
N-terminalen As (1-15) von Cbs2p und Sco1p ab As 33 wurde die Bedeutung dieser
As getestet. Die Plasmide pRS415-sco1(∆2-32) und pRS415-cbs2(1-15)-sco1(33-
295) (s. 2.3.8.11) wurden in die Deletionsmutanten GR20 (∆sco1) und AR2 (∆sco1,
∆sco2) transformiert und die resultierenden Transformanden hinsichtlich ihres
Wachstumsverhaltens auf Glycerin überprüft.
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Abb.16: Schematische Darstellung des Sco1p(∆2-32)-Derivates und des
chimären Cbs2p(1-15)-Sco1p(33-295)-Fusionsproteins
Schematische Darstellung von SCO1 (oben), des N-terminal verkürzten sco1(∆2-32)-
Konstruktes (Mitte) und des chimären cbs2(1-15)-sco1(33-295)-Fusionskonstruktes (unten).
In der Klammer sind die As-Bereiche für Sco1p bzw. für Cbs2p angegeben. Im Fall von
Sco1p(∆2-32) ist der Bereich der deletierten As angegeben.
Das Fusionsprotein Cbs2p(1-15)-Sco1p(33-295) ist in der Lage, die sco1/sco2-
Doppelmutante zur Atmungskompetenz zu komplementieren (Tab. 4). Das
Wachstum dieser Transformanden ist nur wenig schwächer als das der
Transformanden mit dem SCO1-Wildtypallel. Transformanden des Stammes GR20,
die das Fusionsprotein Cbs2p(1-15)-Sco1p(33-295) exprimieren, wachsen ebenfalls
vergleichbar wie die Sco1p exprimierenden Transformanden.
Ein deutlicher Unterschied der Komplementationsbefähigung von Sco1p(∆2-32) und
Cbs2p(1-15)-Sco1p(33-295) ist im Stamm AR2 erkennbar und geringfügig im Stamm
GR20.
Der wachstumsfördernde Effekt, der durch die As 1-15 von Cbs2p vermittelt wird, ist
aber in beiden Stämmen erkennbar. Die Wirkung der 15 aminoterminalen As von
Cbs2p auf Sco1p(∆2-32) könnte auf eine höhere Stabilität oder einen verbesserten
Import dieses Proteins zurückzuführen sein.
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Protein Stamm
GR20 AR2
(∆sco1) (∆sco1, ∆sco2)
Sco1p +++ +++
Sco1p(∆2-32) ++ +
Cbs2p(1-15)-Sco1p(33-295) +++ ++
Tab. 4: Komplementationsverhalten der Fusionsproteine Sco1p(∆2-32)
und Cbs2p(1-15)-Sco1p(33-295) in der sco1-Deletionsmutante
GR20 und der sco1/sco2-Doppelmutante AR2 auf Glycerinmedium
bei 30°C
Zellen der Mutantenstämme GR20 und AR2 wurden mit den angegebenen Konstrukten im
single copy Vektor pRS415 transformiert. Die resultierenden Transformanden wurden
hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens auf Glycerinmedium nach 3 Tagen bei 30°C
beurteilt. „+++“ Wildtyp-Wachstum, „++“ mittleres Wachstum, „+“ sehr geringes Wachstum.
3.4 Funktionelle Analyse des C-Terminus von Cbs2p
3.4.1 Deletionen am carboxylterminalen Ende von Cbs2p
Der C-Terminus von Cbs2p ist durch die Häufung von hydrophoben und positiv
geladenen As gekennzeichnet. Zur Charakterisierung der Funktion des C-Terminus
von Cbs2p wurde dieser Bereich sukzessive verkürzt und das
Komplementationsverhalten der resultierenden Mutanten auf Glycerinmedium
getestet. Die Konstruktion von cbs2-Mutantenallelen mit Verkürzungen von 1, 2, 4, 9
und 20 Aminosäuren am C-Terminus wurde mittels PCR durchgeführt (s. 2.3.8.8).
Die Plasmide (single copy) mit den C-terminal verkürzten cbs2-Mutantenallelen
sowie das Wildtypallel-tragende Plasmid wurden in die cbs2-Nullmutante UM1
transformiert. Die Ergebnisse der Komplementationsanalyse im Stamm UM1 sind in
der Abb. 17 zusammengefasst.
Die Deletion des C-terminalen Leucin389 hatte nur einen minimalen Effekt auf das
Wachstumsverhalten der Transformanden auf Glycerinmedium bei 37°C. Die
Entfernung von Tyrosin388 und Leucin389 führte dagegen zum Funktionsverlust des
Mutantenproteins bei 37°C. Alle weitergehenden Verkürzungen von Cbs2p (4, 9 und
20 As) bedingen eine vollständige Atmungsdefizienz bei 23°C, 30°C und 37°C.
Zusammenfassend ergab die Komplementationsanalyse C-terminal verkürzter
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Cbs2p-Derivate, dass die Deletion von mehr als einer As die Funktionalität des
Proteins stark beeinträchtigt.
Mutierte regulatorische Proteine können dominant negative Effekte in
Wildtypstämmen verursachen. Deshalb wurden die cbs2-Mutantenallele in den
Wildtypstamm DBY747 transformiert. Die Transformanden zeigten das gleiche
Wachstumsverhalten wie untransformierte Wildtypzellen. Damit kann ein dominant-
negativer Effekt der Mutantenallele ausgeschlossen werden.
Abb. 17: Schematische Darstellung des C-Terminus von Cbs2p(1-389) und
der C-terminalen Verkürzungen von Cbs2p
Die dargestellten Cbs2-Proteine wurden unter Kontrolle des authentischen CBS2-Promotors
von single copy Plasmiden in der cbs2-Nullmutante UM1 exprimiert. Das
Wachstumsverhalten der entsprechenden Transformanden auf Glycerinmedium wurde bei
23°C, 30°C und 37°C beurteilt. „+++“ Wildtyp-Wachstum, „++“ mittleres Wachstum, „-“ kein
Wachstum.
3.4.2 Direkte Mutagenese des C-Terminus von Cbs2p
Die Beobachtung, dass die Entfernung der C-terminalen vier Aminosäuren
(Tyr386His387Tyr388Leu389) einen kompletten Verlust der Cbs2p-Funktion bewirken,
zeigt, dass diese Aminosäuren essentiell für die Funktion von Cbs2p sind. Um die
Bedeutung der einzelnen Aminosäuren am C-Terminus von Cbs2p zu ermitteln,
wurde jede der C-terminalen vier Aminosäuren durch gerichtete in vitro-Mutagenese
verändert. Abb. 18 zeigt eine Zusammenstellung aller getesteten Mutationen und
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deren Effekt auf das Wachstumsverhalten entsprechender Transformanden auf
Glycerinmedium.
Abb. 18: Einfluss verschiedener As-Substitutionen im C-terminalen Bereich
von Cbs2p auf die Funktionalität des Proteins
Zellen des Mutantenstammes UM1 wurden mit den angegebenen in vitro-Mutagenese
Konstrukten im single copy Vektor pRS415 transformiert und die Atmungskompetenz der
resultierenden Transformanden durch Test des Wachstums auf Glycerinmedium bei den in
der Abb. 18 angegebenen Temperaturen bestimmt. „+++“ Wildtyp-Wachstum, „++“ mittleres
Wachstum, „+“ sehr geringes Wachstum „-“ kein Wachstum, „+/-“ sehr schwaches Wachstum
nach 3 Tagen Kultivierung bei der entsprechenden Temperatur. Eingeführte Mutationen sind
rot gekennzeichnet.
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Der Austausch von His387 durch eine ungeladende, hydroxylierte Aminosäure (Thr)
hat einen schwachen Effekt auf das Wachstum auf YPGlycerin bei 37°C. Die positive
Ladung von Histidin ist damit an dieser Position nicht entscheidend für die Cbs2p
Funktion. Dagegen führt aber der Austausch der letzten vier Aminosäuren (386-389)
gegen vier Histidinreste zum Funktionsverlust des Proteins.
Aus diesen Ergebnissen wurde geschlussfolgert, dass möglicherweise die beiden
Tyrosinreste an den Positionen 386 und 388 für die Funktion von Cbs2p wichtig sein
könnten. Die Bedeutung der Tyr386/388 Reste wurde wie folgt getestet: Der Austausch
von Tyr386 und Tyr388 gegen die ebenfalls aromatische Aminosäure Phe ergab keinen
Effekt (Phe388) bzw. einen schwachen Effekt (Phe386) auf das Wachstumsverhalten
der Transformanden auf Glycerinmedium bei 37°C. Der Austausch der Tyr386/388
Reste gegen eine Aminosäure mit kleiner hydrophober Seitenkette (Val) hatte jedoch
einen deutlichen Effekt auf das Wachstum bei 37°C. Ein ähnlicher Effekt wurde beim
Austausch von Tyr386 gegen Glutamin erzielt. Der Austausch von Tyr388 gegen diese
polare Aminosäure beeinflusste nur geringfügig die Funktion bei 37°C. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass aromatische Aminosäuren an Position 386 und
388 bedeutsam für die Funktion von Cbs2p sind.
Diese Ergebnisse wurden durch Mutantenallele bestätigt, in denen paarweise Gln,
Val oder Phe gegen Tyr an den Positionen 386 und 388 ausgetauscht wurde. Die
Kombination Phe386/Phe388 zeigt nur einen schwachen temperatursensitiven Effekt
bei 37°C. Die Kombination Val386/Val388 hat eine deutliche negative Auswirkung auf
die Proteinfunktion bei allen getesteten Temperaturen und die Anwesenheit von
Gln386/Gln388 resultiert in einem kompletten Verlust der Cbs2p-Funktion.
Bei Transformation dieser Mutantenallele in einen Wildtypstamm wurde kein
dominant-negativer Effekt beobachtet.
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3.4.3 Bestimmung der Mutation im cbs2-1-Allel des Stammes MK6
In der Arbeit von Michaelis (1991) wurde zur Funktionsaufklärung von Cbs2p die
Mutante MK6 (cbs2-1) näher charakterisiert. Aufgrund von Reversions-
untersuchungen wurde vermutet, dass die cbs2-1-Mutation eine Amber-Mutation
darstellt.
Zur Bestimmung der cbs2-1-Mutation wurde das cbs2-Gen von genomischer DNA
des Stammes MK6 als Template PCR-amplifiziert und in den Vektor pRS415 kloniert
(s. 2.3.8.3). Erwartungsgemäß konnte das klonierte Mutantenallel cbs2-1 im Plasmid
pRS415 eine cbs2-Nullmutante nicht funktionell komplementieren. Die
Sequenzanalyse von drei Klonen aus drei unabhängigen PCR-Ansätzen ergab
jeweils eine T-A Transversion an Position 1115 des CBS2-Gens. Daraus resultiert
ein Aminosäure Austausch von Ile372 zu Lys, 17 Aminosäuren vom C-terminalen
Ende entfernt (Abb. 19). Der Austausch einer hydrophoben durch eine positiv
geladene As an dieser Position führt demnach zum Funktionsverlust des Proteins.
Dieses Ergebnis ist ein weiterer Beleg für die wichtige Rolle des C-terminalen
Bereichs von Cbs2p für die Funktion des Proteins. Interessanterweise zeigen die C-
terminalen 55 As von Cbs2p, welche durch einen hohen Gehalt an positiv geladenen
und hydrophoben As charakterisiert sind, Homologie zu einer Reihe anderer Proteine
verschiedener Organismen (s. Diskussion).
       372              389
S.c.Cbs2p    LLTLIKGKQFITKQKALDYHYL
S.c.Cbs2p (cbs2-1)    LLTLKKGKQFITKQKALDYHYL
        NH2       COOH
Abb. 19: Die cbs2-1-Mutation der Mutante MK6
Die C-terminalen 22 As von Cbs2p des Wildtypstammes DBY747 und der Mutante MK6
(cbs2-1) sind dargestellt. Die Position des As-Austausches von Ile372 zu Lys ist rot
gekennzeichnet.
                          Cbs2p
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3.5 Charakterisierung der Auswirkungen der Überexpression von Cbs2p auf
die mitochondriale Genexpression
Der Effekt der Überexpression von Cbs2p wurde bereits in der Diplomarbeit von
Kääb (1991) näher charakterisiert. Es wurde die Wirkung von Cbs2p, abhängig von
der Expressionshöhe, auf Zellen der cbs2-Nullmutante UM1 bzw. des
Wildtypstammes CG379 untersucht. Die Überexpression von Cbs2p, vermittelt durch
die hohe Kopienzahl des pMA91 Vektors (Mellor et al., 1983) und den starken PGK1-
Promotor, führte bei 100 % der transformierten UM1 Zellen und 99,9 % der
Wildtypzellen (CG379) zum Verlust des mitochondrialen Genoms. Der durch die
Überexpression von Cbs2p ausgelöste Effekt des Verlustes der mt DNA ist kein
stammspezifisches Phänomen, weil die Ergebnisse auch bei Transformation des
pMA/CBS2 Überexpressionsvektors in einen anderen Wildtypstamm (TD4)
reproduziert werden konnten. Im Vergleich dazu wurde CBS2 in den single copy
Expressionsvektor pBM272 (Johnston and Davis, 1984) unter Kontrolle des GAL10-
Promotors kloniert und die Wirkung von Cbs2p auf Zellen des Wildtypstammes
CG379 untersucht. Bei 10 % der transformierten Wildtypzellen kam es nach einer
vollständigen Induktion des GAL10-Promotors zum Verlust des mitochondrialen
Genoms. Diese Daten implizierten, dass das Überschreiten einer kritischen
Konzentration von Cbs2p die Ursache für den Verlust der mt DNA ist.
Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde in der vorliegenden Arbeit mittels eines
anderen multi copy Vektors mit dem ADH1-Promotor untersucht, ob die
Überexpression von Cbs2p und N-terminal verkürzten Cbs2p-Derivaten ebenfalls
den Verlust des mitochondrialen Genoms hervorruft. CBS2 und N-terminal verkürzte
Derivate von CBS2 wurden in den multi copy Vektor p424ADH kloniert (s. 2.3.8.10),
in die cbs2-Deletionsmutante UM1 und den Wildtypstamm CG379 transformiert und
die resultierenden Transformanden auf ihre Atmungskompetenz überprüft. Die
erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 20 gezeigt.
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Abb. 20: Komplementationsverhalten N-terminal verkürzter Cbs2p-Derivate
in den Stämmen UM1 und CG379
Die Konstrukte CBS2, cbs2(∆2-7), cbs2(∆2-9), cbs2(∆2-11), cbs2(∆2-16), cbs2(∆2-25),
cbs2(∆2-35) im multi copy Expressionsvektor p424ADH wurden in die cbs2-
Deletionsmutante UM1 und in den Wildtypstamm CG379 transformiert. Der Bereich der N-
terminalen Deletionen in den resultierenden Mutantenproteinen ist in der roten Klammer
angegeben. Das Wachstumsverhalten der resultierenden Transformanden auf
Glycerinmedium wurde bei 23°C, 30°C und 37°C beurteilt. „++“ mittleres Wachstum, „-“ kein
Wachstum, „ks“ kältesensitiv.
Transformanden der cbs2-Deletionsmutante UM1, welche Cbs2p und Cbs2p(∆2-7)
vom Vektor p424ADH exprimieren, zeigen ein geringfügig reduziertes Wachstum auf
Glycerinmedium gegenüber Transformanden, welche Cbs2p und Cbs2p(∆2-7) vom
Vektor YEp351 exprimieren (s. 3.2.1, Abb. 7). Das Protein Cbs2p(∆2-9), exprimiert
vom Vektor p424ADH, ist nicht in der Lage, die cbs2-Nullmutante nach zwei Tagen
zu komplementieren. Nach längerer Inkubationsdauer (4d) dieser Transformanden ist
ADH1Prom CBS2 (1-389)
cbs2 (∆2-25)
cbs2 (∆2-7)
cbs2 (∆2-11)
cbs2 (∆2-9)
cbs2 (∆2-16)
cbs2 (∆2-35)
++
++
-
-
-
++ (ks)
Konstrukt UM1(p424ADH)
CG379
(p424ADH)
ADH1Prom
ADH1Prom
ADH1Prom
ADH1Prom
ADH1Prom
ADH1Prom
-
-
++ (ks)
++ (ks)
++ (ks)
++ (ks)
++ (ks)
++ (ks)
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ein schwaches Wachstum bei 23°C zu beobachten (ohne Abb.). Im Vergleich dazu
ist dieses Konstrukt unter Kontrolle des authentischen Promotors im multi copy
Vektor YEp351 in der Lage die cbs2-Nullmutante UM1 zu komplementieren (s. 3.2.1,
Abb. 7). Diese Ergebnisse könnten auf die unterschiedliche intrazelluläre
Konzentration, abhängig von der Expressionshöhe, zurückzuführen sein. Die
weitergehenden N-terminal deletierten Cbs2-Proteine Cbs2p(∆2-11), Cbs2p(∆2-16),
Cbs2p(∆2-25), Cbs2p(∆2-35), exprimiert vom Vektor p424ADH, sind nicht mehr in
Lage, die cbs2-Nullmutante UM1 hinsichtlich ihres Wachstums auf Glycerin zu
komplementieren.
Aus diesem Befund ergab sich die Frage, ob die Überexpression von Cbs2p das
Wachstumsverhalten von Wildtypzellen auf nichtvergärbaren Medium beeinflusst.
Cbs2p und N-terminal verkürzte Cbs2p-Derivate, exprimiert vom Plasmid YEp351,
zeigen keinen erkennbaren Effekt im Wachstumsverhalten gegenüber CG379
Wildtypzellen. Im Gegensatz dazu ist bei den gleichen Derivaten, exprimiert vom
Plasmid p424ADH, ein temperatursensitiver Phänotyp auf Glycerinmedium nach
einem Tag Kultivierung erkennbar. Nach zwei Tagen Wachstum auf nicht-
vergärbaren Medium war kein Unterschied mehr in der Koloniegröße der
Transformanden gegenüber Wildtypzellen sichtbar. Offenbar hat eine erhöhte
Konzentration von Cbs2p oder N-terminal verkürzten Cbs2-Mutantenproteinen einen
transienten dominant negativen Effekt auf die mitochondriale Atmung nach einem
Tag Wachstum auf Glycerinmedium.
Zum Test des Effektes der Überexpression von Cbs2p auf andere mitochondriale
Proteine wurden Wildtypzellen mit dem multi copy Vektor p424ADH-CBS2
transformiert und die Transformanden hinsichtlich der „steady-state“ Konzentration
von Cox1p und Cox2p in der Westernanalyse untersucht. Dafür wurden die Zellen in
Minimalmedium mit Raffinose, dessen Verwertung keine intakte Atmungskette
voraussetzt, kultiviert. Untransformierte rho0- und rho+-Zellen des Stammes CG379
wurden zum Vergleich mit analysiert. Als Kontrolle für die eingesetzte Proteinmenge
wurde Hsp70p, dessen Konzentration durch die Überexpression von Cbs2p nicht
beeinflusst wird, verwendet. Die Ergebnisse sind in der folgenden Abb. 21
dargestellt.
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Abb. 21: Effekt der Cbs2p Überexpression auf die Expression von Cox1p
und Cox2p
Proteine der mitochondrialen (M) und cytosolischen Fraktion (C) von den Stämmen CG379
[rho+] (1), CG379 [rho0] (3) und mit p424ADH-CBS2 transformierten CG379 [rho+] Zellen (2)
wurden in einem 12 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt und anschließend auf eine PVDF-
Membran geblottet. Die Detektion erfolgte mit Cox1p- (oben), Cox2p- (Mitte) bzw. Hsp70p-
Antiserum (unten).
Es ist deutlich erkennbar, dass die Überexpression von Cbs2p, vermittelt durch die
hohe Kopienzahl des Vektors p424ADH und den starken ADH1-Promotor, einen
negativen Effekt auf Cox1p hat. Möglicherweise bedingt die Überexpression von
Cbs2p die Ausbildung von inaktiven Cbs2p-Aggregaten und damit eine Reduktion
der Konzentration von funktionellem Cbs2p und/oder möglicherweise interagierender
Proteine. Nach der geschilderten Vernetzung der Cytochrom b und Cox1p
Expression via bI4 Maturase könnte eine Reduktion der COB-Expression eine
verringerte Cox1p-Synthese zur Folge haben. Die Expression von Cox2p wird
dagegen nicht durch die Überexpression von Cbs2p beeinträchtigt. Wie erwartet
konnte kein Cox1p und Cox2p in rho0-Zellen des Stammes CG379 detektiert werden.
Hsp70p ist in der mitochondrialen Fraktion aller untersuchten Stämme in
vergleichbarer Konzentration vorhanden.
Dieses Ergebnis wurde durch eine Spektralanalyse des Wildtypstammes CG379,
transformiert mit dem Vektor p424ADH-CBS2 nach 16 h Kultivierung auf MM-
Raffinose bestätigt (Abb. 22).
Cox1p
Cox2p
Hsp70p
           M        C        M       C       M       C          
   1                   2                  3 
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Im Vergleich zum Wildtypstamm CG379 war eine deutliche Reduktion der Peaks für
Cytochrom b, Cytochrom c1 und der Cytochrome a + a3 nachweisbar. Die
Überexpression von Cbs2p führt demnach ähnlich wie das Fehlen von Cbs2p zur
Beeinträchtigung der Apocytochrom b-Synthese und sekundär zu einer Reduktion
von Cytochrom c1 und a + a3 (Erklärung s. 3.1.1).
Abb. 22: Tieftemperatur-Spektrum der reduzierten Cytochrome des Cbs2p
überexprimierenden Wildtypstammes CG379 im Vergleich zum
nicht-transformierten Stamm CG379
Die Zellen wurden in MM-Raffinose 16 h kultiviert und ein Spektrum im Wellenlängenbereich
von 520 nm bis 650 nm aufgenommen. Die Absorptionsmaxima der Cytochrome liegen für
Cytochrom c bei 547 nm, für Cytochrom c1 bei 554 nm, für Cytochrom b bei 558 nm und für
die Cytochrome a + a3 zwischen 595 nm und 610 nm. Die Absorptionsmaxima der einzelnen
Cytochrome sind gekennzeichnet. Der Maßstab für die Absorption ist angegeben.
540 550 560 570 580 590 600 610
Wellenlänge in nm
Ab
so
rp
tio
n
CG379
CG379+p424ADH-CBS2
c
 c1
b
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Absorption 0,1
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3.6. Charakterisierung des Sequenzhomologen Yhr063cp
Im Rahmen der Sequenzierung des Hefegenoms wurde mit dem Leserahmen
YHR063C ein Gen identifiziert, das mit 21 % Identität nennenswerte Homologie zu
Cbs2p aufweist (Abb. 23). Zur Klärung der Frage, ob YHR063C für ein PET-Gen
codiert, das für die Formation einer funktionellen Atmungskette bedeutsam ist, wurde
die Deletion des YHR063C-Gens nach der von Rothstein (1983) beschriebenen
Methode durchgeführt (s. 2.3.12.3). In Abb. 23 ist der Homologievergleich zwischen
Cbs2p und Yhr063cp von S. cerevisiae dargestellt.
Die korrekte Integration der Sphis5+-Replacementkassette anstelle des YHR063C-
Locus wurde mittels Southernblot-Hybridisierung überprüft (Abb. 24). Genomische
DNA einer Histidin-prototrophen Transformande und des Ausgangsstammes
DBY747 wurde mit EcoRI verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit
Digoxigenin-markierten Sonden (Sonde 1 und 2), deren Bindungsstellen in der Abb.
24 gezeigt sind, hybridisiert. Bedingt durch die Positionen der EcoRI Schnittstellen im
Stamm DBY747 (außerhalb des Leserahmens von YHR063C) ist, nach
Hybridisierung von „Sonde 1“, ein 3,1 kb Fragment nachweisbar. Nach korrekter
Insertion der Sphis5+-Replacementkassette entsteht durch eine zusätzliche interne
EcoRI Schnittstelle im Sphis5+-Gen ein 2,0 kb großes Fragment. Die Hybridisierung
mit „Sonde 2“, deren Bindungsposition innerhalb des Sphis5+-Gens liegt, zeigt
erwartungsgemäß kein Signal im Wildtypstamm DBY747 und führt zur Detektion
eines 2,0 kb Fragmentes in der Histidin-prototrophen Transformande. Damit wurde
das Replacement des YHR063C-Leserahmens durch das Sphis5+-Gen bestätigt.
Gleichzeitig belegt die Hybridisierung, dass die Integration ausschließlich am
YHR063C-Locus stattfand.
Abb. 23 Homologievergleich zwischen Cbs2p und Yhr063cp von S.
cerevisiae
Der Homologievergleich von Cbs2p wurde mit dem BlastP Programm durchgeführt (Altschul
et al., 1990). In der Konsensussequenz sind die identischen As rot markiert.
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Abb. 24: Southern-Hybridisierung zum Nachweis der Deletion von YHR063C
Genomische DNA des Wildtypstammes DBY747 und der yhr063c-Deletionsmutante HK1
wurde mit EcoRI verdaut, in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran transferiert. Die Hybridisierung wurde mit einem 442 bp Fragment der 5´-
flankierenden Region des YHR063C-ORF (A) und einem 591 bp Fragment des his5+-ORF
(B) durchgeführt. Auf der rechten Seite ist die genomische Situation des Wildtypstammes
DBY747 (oben) und der Deletionsmutante HK1 (unten) gezeigt. Links ist das Ergebnis der
Hybridisierung mit der Sonde 1 (A) und Sonde 2 (B) dargestellt. In Spur 1 ist jeweils DNA
des Wildtypstammes DBY747 und in Spur 2 des Deletionsstammes HK1 aufgetragen.
Die resultierende Nullmutante HK1 wuchs bei allen getesteten Temperaturen (23°C,
30°C, 37°C) wie der Wildtypstamm DBY747 auf nicht-vergärbarem Glycerinmedium.
Zur weiteren phänotypischen Charakterisierung des Stammes HK1 wurde das
Wachstum auf verschiedenen Kohlenstoffquellen sowie der Einfluss von osmotisch
aktiven Agenzien bei 23°C, 30°C und 37°C getestet. Ebenso wurde das Wachstum
unter Anaerobiosis geprüft. Die Ergebnisse sind in der Tab. 5 zusammengefasst.
Die erhaltenen Resultate zeigten keinen Unterschied zwischen Wildtypstamm
DBY747 und Deletionsstamm HK1 hinsichtlich des Wachstumsverhaltens auf den
getesteten Medien. Demnach handelt es sich bei YHR063C weder um ein PET-Gen
noch um ein Gen, das für den Metabolismus unter anaeroben Bedingungen oder
osmotischem Stress notwendig ist.
YHR063C
EcoRI EcoRI
Sonde  1
His5+
EcoRI
EcoRI
Sonde  2 
EcoRI
2,0  kb
3,1  kb3,1 kb
2,0 kb
A B
1 2 1 2
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Stamm
DBY747 HK1
Wachstumsbedingungen (CBS2) (∆yhr063c)
Glucose aerob - +++ +++
Glucose anaerob - +++ +++
Galaktose aerob - + +
Glycerin aerob - +++ +++
Laktat aerob - +++ +++
Glucose aerob + 1,5 M Sorbitol ++ ++
Ko
hl
en
st
of
fq
ue
lle
Glucose aerob + 1,0 M NaCl ++ ++
Tab. 5: Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen und osmotisch
wirksamer Substanzen auf das Wachstum des yhr063c-
Deletionsstammes HK1 und des Wildtypstammes DBY747
Die phänotypische Charakterisierung der Stämme erfolgte nach 2-5 Tagen Inkubation unter
den angegebenen Bedingungen bei 23°C, 30°C und 37°C. Da kein temperaturabhängiger
Effekt nachweisbar war, sind nur die Ergebnisse bei 30°C dargestellt. „+++“
Wildtypwachstum, „++“ mittleres Wachstum, „+“ geringes Wachstum.
Des Weiteren wurde getestet, ob eine Überexpression von YHR063C in der Lage ist,
die Atmungsdefizienz einer cbs2-Nullmutante zu supprimieren. Dazu wurde
YHR063C in das Plasmid p415ADH hinter den starken ADH1-Promotor kloniert (s.
2.3.8.6) und in die cbs2-Nullmutante UM1 transformiert. Die Transformanden
erwiesen sich als atmungsdefekt und lieferten somit keinen Hinweis, dass es sich bei
YHR063C um ein zu CBS2 funktionshomologes Gen handeln könnte.
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3.7 Nachweis von Cbs2p in einem mitochondrialen Proteinkomplex
Cbs2p wirkt auf der Ebene der Translation als positiver Aktivator der Synthese von
Apocytochrom b. Es wurde bereits gezeigt, dass Cbs2p über ionische
Wechselwirkungen mit der inneren Membran assoziiert ist (Michaelis et al., 1991).
Die Assoziation von Cbs2p mit der Membran könnte über eine Interaktion mit
Proteinen erfolgen, die in der inneren Membran lokalisiert sind.
Mit Hilfe der Blauen Nativ-Gelelektrophorese nach Schaegger and Jagow (1991),
eine Methode für den Nachweis von Proteinen in multimeren Proteinkomplexen,
sollte untersucht werden, ob Cbs2p als Monomer oder in einem multimeren
Proteinkomplex in den Mitochondrien vorliegt. Zu diesem Zweck wurden
mitochondriale Proteine, die mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese
aufgetrennt wurden, einer Westernanalyse unterzogen. Die Proteine des mit CBS2-
3HA (single copy) transformierten cbs2-Deletionsstammes KT1 wurden im Vergleich
zu den Proteinen des nicht-transformierten Stammes DBY747 analysiert. Bei der
anschließenden Westernanalyse mit HA-Antiserum konnte gezeigt werden, dass
Cbs2p-3HA in einem hochmolekularen Komplex vorliegt (Abb. 25). Dieser
molekulare Komplex besitzt eine größere molekulare Masse als die Cytochrom c-
Oxidase (246 kDa), deren Position im Gel mittels eines Cox2p-spezifischen
Antikörpers bestimmt wurde.
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Abb. 25: Westernanalyse nach 2D-Gelelektrophorese von Mitochondrien
des cbs2-Deletionsstammes KT1 transformiert mit CBS2-3HA
(single copy) und des Wildtypstammes DBY747
Mitochondrialen Proteine des cbs2-Deletionsstammes KT1 transformiert mit CBS2-3HA
(single copy) (A) und des Wildtypstammes DBY747 (B) wurden wie unter 2.4.1.2
beschrieben isoliert und mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach dem
Transfer auf eine PVDF-Membran wurde der Blot mit HA-spezifischen Antikörpern analysiert.
Die horizontalen (1) und vertikalen (2) Pfeile geben die Richtung der ersten bzw. zweiten
Dimension an. Mit einem Pfeil ist die Position des nachgewiesenen Cbs2p-3HA-Proteins
sowie von Cox2p gekennzeichnet.
Dieses Experiment lässt keine Aussage über die genaue Größe des Komplexes zu,
auf dessen Höhe das Cbs2p-3HA Signal gefunden wurde. Cbs2p-3HA konnte aber
auch in weiteren Experimenten stets in einem höher molekularen Proteinkomplex
(größer 246 kDa) nachgewiesen werden. Weiterhin konnte bei der anschließenden
Westernanalyse mit Cytochrom c1-Antiserum gezeigt werden, dass das Signal von
Cbs2p-3HA an einer vergleichbaren Position wie Cytochrom c1 lokalisiert ist (ohne
Abb.). Da Cytochrom c1 eine Untereinheit des bc1-Komplexes ist, könnte dieses
Ergebnis ein Hinweis auf die Assoziation von Cbs2p mit dem bc1-Komplex sein. Der
bc1-Komplex liegt als Dimer vor und weist eine Größe von ca. 600 kDa auf. Das
detektierte Signal von Cytochrom c1 entsprach allerdings nicht der Größe von 600
kDa. Eine Erklärungsmöglichkeit wäre, dass der bc1-Komplex aufgrund der hohen
Detergenzienkonzentration während der Präparation in Subkomplexe dissoziiert ist.
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Die mögliche Assoziation von Cbs2p mit Komplex III sollte durch weitere
Experimente und einer zweiten unabhängigen Methode verifiziert werden.
3.8 Untersuchungen zu Protein-Protein Wechselwirkungen von Cbs2p
3.8.1 Homomerisierung von Cbs2p
Die von Rödel (1986) publizierten genetischen Daten, nach denen die 5´-nicht-
translatierte Region der COB-mRNA die potenzielle Zielsequenz von Cbs2p ist,
implizieren, dass Cbs2p ein RNA-bindendes Protein sein könnte. Für viele
regulatorische Proteine ist eine Dimerisierung des Proteins Voraussetzung, um ihre
Funktion in Form einer spezifischen Bindung an DNA oder RNA erfüllen zu können.
Die Fähigkeit zur Homomerisierung von Cbs2p wurde überprüft, indem ein
Fusionsprotein zwischen GST und Cbs2p in „pull down“-Experimenten eingesetzt
wurde. CBS2 wurde N-terminal mit GST fusioniert (s. 2.3.8.18) und in den
Expressionsstamm BL21 transformiert. Das Fusionsprotein wurde mit Hilfe von
Glutathion-S-Sepharose (GSH-Sepharose) aufgereinigt (s. 2.4.10). Die gleiche
Prozedur wurde für das nicht-fusionierte GST durchgeführt. Die Aufreinigung von
nicht-fusioniertem GST erfolgte parallel, um unspezifische Bindungen des zu
testenden Proteins (potenzieller Interaktionspartner) mit dem GST-Anteil
auszuschließen. Das an GSH-Sepharose gebundene Fusionsprotein GST-Cbs2p
sowie GST wurden mit Mitochondrienlysat des Cbs2p-3HA exprimierenden cbs2-
Deletionsstammes KT1 inkubiert. Cbs2p-3HA ist in der Lage, eine cbs2-Nullmutante
funktionell zu komplementieren. Die Bindungstests und die anschließenden
Waschschritte der an Sepharose gebundenen Proteine wurden unter stringenten
Bedingungen in Gegenwart von 1 mM DTT durchgeführt. Der Nachweis einer
spezifischen Bindung von Cbs2p-3HA an GSH-Sepharose-gekoppeltes GST-Cbs2p
erfolgte nach Westernanalyse der an GSH-Sepharose gebundenen Proteine mit HA-
spezifischen Antikörpern.
In Abb. 26 ist das Ergebnis des in vitro-Bindungstests dargestellt. Die mitochondriale
Fraktion des Cbs2p-3HA exprimierenden cbs2-Deletionsstammes KT1 wurde lysiert
und die lösliche Fraktion für die Bindungstests mit an Sepharose gebundenem
Fusionsprotein GST-Cbs2p (Spur 1) und an Sepharose gekoppelten GST (Spur 2)
eingesetzt.
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Abb. 26: In vitro Homomerisierung von Cbs2p
GST-Cbs2p (Spur 1) und GST (Spur 2) wurden aus Transformanden des Expressions-
stammes BL21 isoliert, an GSH-Sepharose gebunden und mit einem Mitochondrienlysat des
Cbs2p-3HA exprimierenden cbs2-Deletionsstammes KT1 inkubiert. Die gebundenen
Proteine wurden in einem 12 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit HA-spezifischen Antiserum detektiert.
Cbs2p-3HA interagiert mit GSH-Sepharose gebundenem GST-Cbs2p, während
GSH-Sepharose gekoppeltes GST dazu nicht in der Lage ist. Dieses Ergebnis zeigt,
dass Cbs2p in vitro Homomere ausbilden kann.
Die Deletionsanalysen am N-Terminus von Cbs2p  zeigen, dass die Entfernung von
acht und mehr N-terminalen As zum Funktionsverlust des Proteins führen (s. 3.2.1,
Abb. 7). Eine gestörte Proteininteraktion könnte eine Ursache dafür sein. Um zu
testen, ob der N-Terminus von Cbs2p eine Rolle bei der Homomerisierung spielt,
wurde die Fähigkeit verschiedener N-terminal verkürzter Cbs2p-Derivate zur
Homomerisierung überprüft. An Sepharose-gekoppeltes GST-Cbs2p Fusionsprotein
wurde mit Mitochondrienlysaten eines Cbs2p(∆2-7)-3HA bzw. Cbs2p(∆2-16)-3HA,
Cbs2p(∆2-25)-3HA und Cbs2p(∆2-35)-3HA exprimierenden cbs2-Deletionsstammes
KT1 inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 27 gezeigt.
Cbs2p-3HA und Cbs2p(∆2-7)-3HA wird durch GSH-Sepharose gekoppeltes GST-
Cbs2p gebunden, während GSH-Sepharose gekoppeltes GST nicht in der Lage ist,
mit Cbs2p-3HA zu interagieren. Die Interaktionsanalyse ergab damit, dass die
Proteine Cbs2p-3HA und Cbs2p(∆2-7)-3HA in vitro Homomere ausbilden können.
Weiterhin ist erkennbar, dass das N-terminal um 15 As verkürzte Cbs2p-Derivat (∆2-
16) und die weiteren N-terminal verkürzten Cbs2-Proteine Cbs2p(∆2-25)-3HA und
Cbs2p(∆2-35)-3HA nicht mehr in der Lage sind, in vitro Homomere auszubilden.
Diese Daten deuten an, dass der N-Terminus von Cbs2p eine essentielle Rolle für
eine Homomerisierung des Proteins spielt.
 1                  2
Cbs2p-3HA
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Abb. 27: Homomerisierung N-terminal verkürzter Cbs2p-Derivate
GST (Spur 1) und GST-Cbs2p (Spuren 2-6) wurden aus Transformanden des
Expressionsstammes BL21 isoliert, an GSH-Sepharose gebunden und mit
Mitochondrienlysaten des Cbs2p-3HA (Spur 1 und 2), Cbs2p(∆2-7)-3HA (Spur 3), Cbs2p(∆2-
16)-3HA (Spur 4), Cbs2p(∆2-25)-3HA (Spur 5) und Cbs2p(∆2-35)-3HA (Spur 6)
exprimierenden cbs2-Deletionsstammes KT1 inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden auf
einem 12 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit HA-
spezifischen Antiserum detektiert.
Die Ergebnisse der C-terminalen Mutagenese haben den C-Terminus ebenfalls als
einen für die Funktion von Cbs2p essentiellen Bereich definiert. Deshalb wurden
verschiedene C-terminale Cbs2p-Mutanten, die in der cbs2-Deletionsmutante KT1
einen temperatursensitiven Phänotyp hervorrufen oder einen Funktionsverlust zeigen
(s. 3.4.2), auf ihre Fähigkeit zur Homomerisierung untersucht. Es wurden die
entsprechenden C-terminalen Mutanten mit GST fusioniert (s. 2.3.8.18) und nach
Bindung an GSH-Sepharose mit einem Mitochondrienlysat des Cbs2p-3HA
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exprimierenden cbs2-Deletionsstammes KT1 inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abb.
28 dargestellt.
Abb. 28: Homomerisierung C-terminal mutierter Cbs2-Proteine
GST (1), GST-Cbs2p(Y386V,Y388V) (2), GST-Cbs2p(Y386V) (3), GST-Cbs2p(Y388V) (4),
GST-Cbs2p(Y386Q, Y388Q) (5) und GST-Cbs2p (6) wurden aus Transformanden des
Expressionsstammes BL21 isoliert, an GSH-Sepharose gebunden und mit
Mitochondrienlysat des Cbs2p-3HA exprimierenden cbs2-Deletionsstammes KT1 inkubiert.
50 µg des eingesetzten Mitochondrienlysates sind in Spur M aufgetragen. Die gebundenen
Proteine wurden auf einem 12 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit HA-spezifischen Antiserum detektiert.
Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass alle C-terminalen Mutantenproteine von
Cbs2p noch die Fähigkeit zur Homomerisierung besitzen. Somit hat der C-Terminus
für diese Proteininteraktion keine essentielle Bedeutung.
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3.8.2 Untersuchungen zu Abc1p, einem potenziellen Interaktionspartner
von Cbs2p
Wie in der Einleitung dargelegt, codiert ABC1 für ein Gen der Ubiquinonsynthese (Do
et al., 2001), wurde aber ursprünglich als multi copy Suppressor einer cbs2-
Punktmutation (cbs2-223) identifiziert (Bousquet et al., 1991). Damit ist Abc1p ein
Kandidat für ein mit Cbs2p interagierendes Protein.
3.8.2.1 Charakterisierung des cbs2-223-Allels
Zur Identifizierung der cbs2-223-Mutation wurde das entsprechende cbs2-Allel mit
genomischer DNA des Stammes BS3-10 als Template PCR-amplifiziert und in den
Vektor pRS415 kloniert (s. 2.3.8.4). Die Sequenzanalyse von drei Klonen aus drei
unabhängigen PCR-Ansätzen ergab jeweils eine C-T Transversion an Position +406
des CBS2-Gens. Daraus resultiert die Entstehung eines Stopcodons an der As
Position 136 (Abb. 29), was zu einem verkürzten Cbs2p-Derivat von ca. 16 kDa führt.
Erwartungsgemäß konnte das klonierte Mutantenallel eine cbs2-Nullmutante nicht
komplementieren.
              1                                        133  138                                                                             389
     NH2            COOH
DBY747 Cbs2p    HIS ARG TYR ARG TRP ARG
  CBS2     CAT AGA TAT CGA TGG CGC
BS3-10 cbs2-223   CAT AGA TAT TGA
 cbs2-223p   HIS ARG TYR TER
Abb. 29: Charakterisierung der cbs2-223-Mutation
Gezeigt sind die DNA Sequenzen zwischen Position +397 und +414, sowie die daraus
abgeleiteten As von Cbs2p des Wildtypstammes DBY747 im Vergleich zum Mutantenstamm
BS3-10. Der Basenaustausch und die daraus resultierende As Veränderung sind rot
hervorgehoben.
Cbs2p
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Weiterhin wurde untersucht, ob das cbs2-223-Allel einen dominant negativen Effekt
auf das Wachstum des Wildtypstammes DBY747 hat. Das Mutantenallel cbs2-223,
kloniert in den single copy Vektor pRS415, wurde in den Wildtypstamm DBY747
transformiert und die resultierenden Transformanden hinsichtlich ihres Wachstums
auf Glycerin bei 23°C, 30°C und 37°C getestet. Die Transformanden zeigten keinen
Unterschied im Wachstum auf Glycerinmedium gegenüber untransformierten Zellen
des Wildtypstammes DBY747. Somit ist die Wirkung des cbs2-223-Allels rezessiv.
Um die Allelspezifität der ABC1-Suppression zu testen, wurde ABC1, kloniert in den
multi copy Vektor p424ADH (s. 2.3.8.7), gemeinsam mit verschiedenen cbs2-
Mutantenallelen in die cbs2-Deletionsmutante KT1 cotransformiert. Die
resultierenden Transformanden wurden hinsichtlich ihres Wachstums auf Glycerin
bei 23°C, 30°C und 37°C getestet (Tab. 6).
Mutantenprotein KT1 (∆cbs2)
+ p424ADH-ABC1
Cbs2p (1-389) +++ +++
Cbs2p (1-385) - -
Cbs2p (1-380) - -
Cbs2p (1-369) - -
Cbs2p (1-136) - ++
Cbs2p (Y386Q, Y388Q) -/+ -/+
Cbs2p (Y386V, Y388V) - -
Tab. 6: Test auf Suppression von Cbs2p-Mutanten durch Überexpression
von Abc1p
Die cbs2-Mutantenallele wurden mit ABC1, exprimiert von dem multi copy Vektor p424ADH,
in die cbs2-Deletionsmutante KT1 cotransformiert und das Wachstumsverhalten der
resultierenden Transformanden bei 23°C, 30°C und 37°C beurteilt. „+++“ Wildtyp-Wachstum,
„++“ mittleres Wachstum, „-“ kein Wachstum, „+/-“ sehr schwaches Wachstum nach 3 Tagen
Kultivierung bei der entsprechenden Temperatur.
Die Überexpression von ABC1 kann nur die ochre Mutation des cbs2-223-Allels an
As Position 136 supprimieren, während die anderen Mutationen bzw. C-terminale
Deletionen in Cbs2p nicht komplementiert werden können. Die Suppression durch
Abc1p ist damit allelspezifisch.
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3.8.2.2 Untersuchungen zur Interaktion zwischen Abc1p und Cbs2p
Erste Hinweise auf eine Interaktion zwischen Abc1p und Cbs2p lieferte der Test von
beiden Proteinen im Gal4p Two-Hybrid System. Wie bei Krause-Buchholz (2000)
beschrieben, wurden beide Proteine mit Gal4pAD bzw. Gal4pBD in den Vektoren
pODB80 und pACT2 fusioniert. Die beiden Plasmidpaare (pODB80 und pACT2)
wurden in die entsprechenden Reporterstämme cotransformiert und die Aktivierung
der Reportergene HIS3 und lacZ getestet. Dabei wurde eine schwache Aktivität der
β-Galaktosidase nachgewiesen.
Zum direkten Test einer Interaktion beider Proteine wurden GST „pull down“-
Experimente durchgeführt. Dazu wurde Abc1p N-terminal mit GST fusioniert (s.
2.3.8.19), in den Expressionsstamm BL21 transformiert und das Fusionsprotein an
Gluthation-S-Sepharose gebunden. Die gleiche Prozedur wurde für das nicht-
fusionierte GST durchgeführt, um unspezifische Bindungen des zu testenden
Proteins mit dem GST Anteil auszuschließen. Das an GSH-Sepharose gebundene
Fusionsprotein GST-Abc1p bzw. GST wurden mit Mitochondrienlysat eines Cbs2p-
3HA exprimierenden Stammes inkubiert. Die Präparation des Mitochondrienlysates
erfolgte aus dem cbs2-Deletionsstamm KT1, transformiert mit dem single copy
Vektor pRS414-CBS2-3HA. Die Bindungstests und die anschließenden
Waschschritte der an Sepharose gebundenen Proteine erfolgte unter stringenten
Bedingungen in Gegenwart des reduzierenden Agenz DTT (1 mM). Der Nachweis
einer Bindung erfolgte nach Westernanalyse der an GSH-Sepharose assoziierten
Proteine mit HA-spezifischen Antikörpern.
In Abb. 30 ist das Ergebnis des in vitro-Bindungstests dargestellt. In Spur 1 wurden
50 µg der mitochondrialen Fraktion der cbs2-Deletionsmutante KT1, transformiert mit
CBS2-3HA, aufgetragen. Diese mitochondriale Fraktion wurde, nach anschließender
Lyse für die Bindungstests mit an GSH-Sepharose gekoppelten GST (Spur 2) und
dem an Sepharose gebundenen Fusionsprotein GST-Abc1p (Spur 3) eingesetzt.
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Abb. 30: In vitro Interaktion von Cbs2p und Abc1p
In Spur 1 sind 50 µg der für die Bindungstests eingesetzten mitochondrialen Fraktion
aufgetragen. GST (Spur 2) und GST-Abc1p (Spur 3) wurde aus Transformanden des
Expressionsstammes BL21 isoliert, an GSH-Sepharose gebunden und mit einem
Mitochondrienlysat des Cbs2p-3HA exprimierenden cbs2-Deletionsstammes KT1 inkubiert.
Die nach den Bindungstests erhaltenen Präzipitate wurden auf einem 12 %igen SDS-PAA-
Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit HA-spezifischen Antiserum
detektiert.
Die dargestellten Ergebnisse (Abb. 30) zeigen eine Interaktion zwischen Abc1p und
Cbs2p in vitro. Cbs2p-3HA wird durch GSH-Sepharose gebundenes GST-Abc1p
gebunden (Spur 3), während GSH-Sepharose gekoppeltes GST dazu nicht in der
Lage ist (Spur 2).
Die Interaktion von Abc1p und Cbs2p wurde durch Coimmunpräzipitation von beiden
Proteinen bestätigt. Da weder Antikörper gegen Abc1p noch gegen Cbs2p zu
Verfügung standen, wurde ein mit GFP „getaggtes“ Cbs2p (s. 2.3.8.13) und ein mit
3HA „getaggtes“ Abc1p (s. 2.3.8.16), jeweils unter Kontrolle ihrer authentischen
Promotoren, in die cbs2-Deletionsmutante KT1 cotransformiert. Beide Proteine
(Abc1p-3HA und Cbs2p-Gfp) sind in der Lage, die jeweiligen Nullmutanten
hinsichtlich ihres Wachstums auf Glycerin zu komplementieren. Die Präzipitation von
Abc1p-3HA wurde anschließend mit an Protein A-Agarose gebundenem HA-
spezifischem Antiserum durchgeführt (s. 2.4.12). Das Präzipitat wurde mit
Antikörpern gegen Gfp auf die Anwesenheit von Cbs2p-Gfp überprüft. Die cbs2-
Nullmutante KT1 wurde parallel nur mit ABC1-3HA transformiert, um eine mögliche
Kreuzreaktion des Gfp-Antikörpers mit einem Protein gleicher Größe von Cbs2p-Gfp
auszuschließen. Ebenso wurde nur mit CBS2-GFP transformiert, um die direkte
Präzipitation von Cbs2p-Gfp mit HA-spezifischem Antiserum auszuschließen. Die
Ergebnisse der Coimmunpräzipitation sind in Abb. 31 dargestellt.
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Abb. 31: Coimmunpräzipitation von Abc1p und Cbs2p
In Spur 1 sind 100 µg der zur Coimmunpräzipitation eingesetzten mitochondrialen Fraktion
des Cbs2p-Gfp und Abc1p-3HA coexprimierenden Stammes aufgetragen. Aus Cbs2p-Gfp
und Abc1p-3HA (2) bzw. nur Cbs2p-Gfp (4) oder Abc1p-HA (5) exprimierenden Zellen
wurden Mitochondrien präpariert, lysiert und anschließend zur  Coimmunpräzipitation mit
Protein A-Agarose gebundenen HA-Antikörper eingesetzt. In Spur 3 ist quantitativ der
Überstand dieses Ansatzes nach der Coimmunpräzipitation aufgetragen. Die leichte und
schwere Kette des HA-Antikörpers ist jeweils mit einem grünen Stern gekennzeichnet. Das
im Coimmunpräzipitat nachgewiesene Cbs2-Gfp-Protein ist mit einem roten Stern
gekennzeichnet.
Im Präzipitat des Mitochondrienlysats aus dem Abc1p-3HA und Cbs2p-Gfp
coexprimierenden Stamm KT1 ist eine sehr schwache Bande auf der erwarteten
Höhe von Cbs2p-Gfp erkennbar (Spur 2). Diese Bande ist nicht in den Kontrollspuren
4 und 5 nachweisbar und damit spezifisch für den coexprimierenden Stamm. Somit
kann ausgeschlossen werden, dass diese Bande durch eine Kreuzreaktion des Gfp
Antikörpers mit einem Protein gleicher Größe von Cbs2p-Gfp hervorgerufen wird
oder dass Cbs2p-Gfp direkt durch an Protein A-Agarose gebundenes HA-Antiserum
präzipitiert wird.
Die geringe Konzentration an nachweisbarem Cbs2p-Gfp wird einerseits durch die
gleichzeitige Anwesenheit eines „getaggten“ und „ungetaggten“ Abc1-Proteins
hervorgerufen, da zur Coimmunpräzipitation eine cbs2-Deletionsmutante, aber keine
cbs2/abc1-Doppeldeletionsmutante zur Verfügung stand. Da die
Coimmunpräzipitation mit Protein A-Agarose gebundenem HA-Antiserum
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durchgeführt wurde, kann demzufolge nur das „getaggte“ Abc1-Protein präzipitiert
werden. Andererseits kann das schwache Signal des copräzipitierten Cbs2p-Gfp-
Proteins darauf hindeuten, dass möglicherweise nur ein geringer Teil von Cbs2p mit
Abc1p interagiert.
3.8.2.3 Homomerisierung von Abc1p
Wie bereits in der Arbeit von Krause-Buchholz (2000) gezeigt werden konnte, liegt
Abc1p als Homomer vor. Im Rahmen der Two-Hybrid Analysen konnte durch die
Coexpression von Gal4pBD::Abc1p und Gal4pAD::Abc1p eine Aktivierung der
Reportergene lacZ und HIS3 gezeigt werden. Zur Bestätigung der Two-Hybrid
Ergebnisse wurde in dieser Arbeit die Homomerisierung von Abc1p mittels in vitro-
Bindungstest untersucht. Abc1p wurde N-terminal mit GST fusioniert (s. 2.3.8.19)
und im Stamm BL21 überexprimiert. Nach Bindung des Fusionsproteins an GSH-
Sepharose erfolgte die Inkubation mit einem Mitochondrienlysat eines Stammes, der
Abc1p-3HA exprimiert. Zum Ausschluss einer unspezifischen Bindung wurde nicht-
fusioniertes GST an GSH-Sepharose gebunden und mit dem gleichen
Mitochondrienlysat inkubiert.
Abb. 32: in vitro Homomerisierung von Abc1p
In Spur 1 sind 50 µg der für die Bindungstests eingesetzten mitochondrialen Fraktion
aufgetragen. GST (Spur 2) und GST-Abc1p (Spur 3) wurden aus BL21-Transformanden
isoliert, an GSH-Sepharose gebunden und mit einem Mitochondrienlysat des Abc1p-3HA
exprimierenden abc1-Deletionsstammes BS12-1B inkubiert. Die nach den Bindungstests
erhaltenen Präzipitate wurden auf einem 12 %igen SDS-PAA Gel aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran geblottet und mit HA-Antiserum detektiert.
Die gezeigten Ergebnisse bestätigen die Homomerisierung von Abc1p in vitro.
Abc1p-3HA wird durch Sepharose gebundenes GST-Abc1p gebunden (Spur 3).
Außerdem ist ersichtlich, dass an GSH-Sepharose fusioniertes GST nicht in der Lage
ist, Abc1p-3HA zu binden (Spur 2).
1             2             3
Abc1p-3HA
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3.8.2.4 Löslichkeitsverhalten von Abc1p
Um festzustellen, ob Abc1p ein lösliches, membranassoziiertes oder integrales
Membranprotein ist, wurden Mitochondrien des Stammes KT1, welche Abc1p-3HA
exprimieren, einer alkalischen Extraktion mit Natriumcarbonat unterzogen. Nur
integrale Membranproteine oder Proteine, die über eine kovalente Bindung, wie z.B.
über einem Lipidanker mit der Membran verknüpft sind, verhalten sich resistent
gegenüber der alkalischen Extraktion (Fujiki et al., 1982). Die integralen
Membranproteine in der unlöslichen Pelletfraktion lassen sich durch Zentrifugation
von der Überstandfraktion mit den löslichen Proteinen abtrennen. Abb. 33 zeigt die
Ergebnisse der immunologischen Analyse der Pellet- und Überstandfraktion mit HA-
spezifischen Antikörpern.
Abb. 33: Natriumcarbonat-Extraktion von Mitochondrien des Abc1p-3HA
exprimierenden cbs2-Deletionsstammes KT1
Mit 400 µg Mitochondrien des cbs2-Deletionsstammes KT1, transformiert mit pRS415-
Abc1p-3HA, wurde eine alkalische Extraktion mit Natriumcarbonat durchgeführt. Die lösliche
und unlösliche Fraktion wurden durch Zentrifugation bei 220.000xg voneinander getrennt.
Die Proteine der entsprechenden Fraktionen (Pelletfraktion „P“, lösliche Fraktion „ÜS“),
wurden in einem 12 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert
und mit HA-, Cox2p- und Hsp70p-Antiserum detektiert. 75 µg der eingesetzten
mitochondrialen Fraktion sind in der Spur „M“ aufgetragen.
Die Westernanalyse zeigt, dass Abc1p-3HA vollständig in der Membranfraktion zu
finden ist. Zur Kontrolle der Fraktionen wurden Antikörper gegen Cox2p, ein
integrales Membranprotein, und gegen Hsp70p, eine lösliche Komponente der
Matrix, eingesetzt. Abc1p-3HA zeigt demnach ein vergleichbares
Extraktionsverhalten wie Cox2p. Im Gegensatz dazu ist Hsp70p, wie erwartet, in der
löslichen Fraktion zu finden.
Abc1p-3HA
Hsp70p
Cox2p
M              P     ÜS
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3.9 Untersuchungen zur Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen
Ribosomen
3.9.1 Präparation mitochondrialer Ribosomen und Nachweis von Cbs2p
In der Arbeit von Michaelis et al. (1991) wurde gezeigt, dass ein Antikörper gegen
Cbs2p unter den zweidimensional aufgetrennten Proteinen der kleinen
mitoribosomalen Untereinheit eines Wildtypstammes ein Protein mit der molekularen
Masse von Cbs2p erkennt. Da dieser polyklonale Antikörper aber gleichzeitig mit
einem Protein von ca. 38 kDa der inneren Membran kreuzreagiert, konnte dieser
Befund nicht eindeutig als Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen Ribosomen
gewertet werden. Da mitochondriale Ribosomen hauptsächlich mit der inneren
Membran assoziiert vorliegen, konnte eine Verunreinigung der ribosomalen Fraktion
mit Membranproteinen nicht ausgeschlossen werden. Dennoch war dieser Befund
ein Hinweis auf eine mögliche Interaktion von Cbs2p mit mitoribosomalen Proteinen.
Zum Nachweis einer Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen Ribosomen wurden
mit CBS2-3HA (multi copy) transformierte Zellen der cbs2-Nullmutante KT1 zur
Präparation von mitochondrialen Ribosomen verwendet (s. 2.4.2). Nach SDS-
gelelektrophoretischer Auftrennung der Proteine der ribosomalen Fraktion konnte
Cbs2p-3HA im Westernblot-Verfahren mit HA-spezifischen Antikörpern
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die Überprüfung der ribosomalen
Fraktion erfolgte durch den Nachweis von Nam9p, ein Protein der kleinen
mitoribosomalen Untereinheit. Außerdem waren in dieser Fraktion die
Membranproteine Cox1p und Cox2p nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Der
Nachweis von Cox1p und Cox2p deutet auf eine Verunreinigung der untersuchten
ribosomalen Fraktion mit Proteinen der inneren Membran hin. Dieses Ergebnis lässt
damit keine eindeutige Aussage zu, ob Cbs2p mit mitochondrialen Ribosomen
assoziiert vorliegt. Um eine sichere diesbezügliche Aussage treffen zu können, war
es erforderlich, die ribosomale Fraktion frei von Membranbestandteilen zu erhalten.
Es ist bekannt, dass sich Membranen von mitochondrialen Ribosomen nur durch
hohe Salzkonzentrationen und Detergenzien ablösen lassen. Durch Liu and
Spremulli (2000) wurde gezeigt, dass nur die Hälfte der mitochondrialen Ribosomen
aus Rinderleber durch hohe Salzkonzentrationen von der Membran abzulösen ist.
Auch nach einer Extraktion mit Triton X-100 fanden sie noch ca. 15 % der
mitochondrialen Ribosomen mit der Membran assoziiert. Wenn die Salz- und
Detergenzienkonzentrationen weiter erhöht werden, um die ribosomale Fraktion frei
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von Membranen zu bekommen, besteht die Gefahr, dass Proteininteraktionen mit
Ribosomen nicht mehr nachweisbar sind.
Ein weiteres Problem zum Nachweis der Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen
Ribosomen ergab sich aus der Tatsache, dass CBS2 ein sehr schwach exprimiertes
Gen ist und dadurch Cbs2p intrazellulär nur in sehr niedriger Konzentration
vorhanden ist. Deshalb wurde zuerst versucht, dieses Problem durch die
Überexpression von CBS2 mit einem multi copy Vektor zu lösen. Diese
Transformanden zeigten aber im Vergleich zu single copy Plasmid tragenden
Transformanden ein reduziertes Wachstum. Das deutet darauf hin, dass eine
unphysiologische Konzentration an Cbs2p negative Effekte auf das Wachstum der
Transformanden haben könnte. Untersuchungen zu Effekten der Überexpression von
Cbs2p (siehe 3.5) haben gezeigt, dass CBS2 überexprimierende Zellen aufgrund der
Aggregatbildung ungeeignet für Untersuchungen sind, die den physiologischen
Zustand der Zelle widerspiegeln sollen. Für weitere Untersuchungen zur
Ribosomenassoziation von Cbs2p war es deshalb erforderlich, Zellen der cbs2-
Deletionsmutante KT1, die nur eine Kopie der der CBS2-3HA Fusion besitzen, zu
verwenden. Zur Kontrolle der ribosomalen Fraktion erschien es sinnvoll, einen
Stamm herzustellen, in dem ein mitochondriales ribosomales Protein mit einem
geeigneten Antigen (HA-Epitop) fusioniert vorliegt, für das es kommerziell verfügbare
Antikörper gibt, da keine Antikörper gegen mitoribosomale Proteine in ausreichender
Menge verfügbar waren. Das Protein Mrp13p, Bestandteil der kleinen
mitoribosomalen Untereinheit, wurde für die Fusion mit einem 3-fach Tandemrepeat
des HA-Epitops ausgewählt (s. 2.3.8.17). Die Deletion von MRP13 führt, im
Gegensatz zu den meisten Genen mitochondrialer ribosomaler Proteine, nicht zur
Respirationsdefizienz (Graack and Wittmann-Liebold, 1998). Daher sollte durch die
3-fach HA-Fusion am C-Terminus von Mrp13p die Funktion des Proteins nicht
beeinträchtigt werden. Die Konstruktion eines cbs2-Deletionsstammes, bei dem
MRP13-3HA integriert vorliegt, wurde im Abschnitt 2.3.12.5 beschrieben. Da der
Nachweis des C-terminal mit HA „getaggten“ Cbs2p ebenfalls über HA-Antiserum
erfolgt, bietet dieser Stamm den Vorteil, dass der Nachweis von Mrp13p-3HA (40
kDa) und Cbs2p-3HA (50 kDa) gleichzeitig erfolgen kann. Somit kann bei
gleichzeitigem Nachweis einer erfolgreichen Präparation von mitochondrialen
Ribosomen auf das Vorhandensein von Cbs2p geprüft werden.
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In dem nachfolgenden Experiment wurden Zellen der cbs2-Deletionsmutante KT1,
transformiert mit CBS2-3HA (single copy), zur Präparation mitochondrialer
Ribosomen eingesetzt. Die Ergebnisse sind in der Abb. 34 dargestellt.
Abb. 34: Westernanalyse ribosomaler Proteine aus dem cbs2-
Deletionsstamm KT1, transformiert mit dem single copy Plasmid
pRS414-CBS2-3HA
Die Proteine der mitochondrialen Fraktion (1), der Membranfraktion (2) und der ribosomalen
Fraktion (3) wurden in einem 12 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit HA- und Cox2p-Antiserum detektiert.
Aus Abb. 34 ist ersichtlich, dass die ribosomale Fraktion sowohl Mrp13p als auch in
geringerer Menge Cbs2p enthält. Die sehr niedrige Konzentration des integralen
Membranproteins Cox2p in der Ribosomenfraktion zeigt, dass die Verunreinigung
durch Membranproteine nur geringfügig ist. Der Hauptmenge von Cbs2p-3HA liegt in
der Membranfraktion vor. Dieses Ergebnis impliziert, dass nur ein Teil des Proteins
ribosomal assoziiert vorliegt. Mrp13p-3HA ist in der Membranfraktion noch schwach
nachweisbar, was zeigt, dass einige Ribosomen noch an der Membran gebunden
sind. Diese Daten deuten an, dass ein Teil von Cbs2p mit mitochondrialen
Ribosomen assoziiert vorliegen könnte und stehen im Einklang mit den bereits
vorhandenen Hinweisen von Michaelis et al. (1991).
1             2             3
Cbs2p-3HA
Mrp13p-3HA
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3.9.2 Untersuchung der Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen
Ribosomen mittels in vitro-Bindungstest
Die Durchführung von GST „pull down“-Experimenten sollte dem direkten Nachweis
einer Interaktion von Cbs2p mit mitochondrialen Ribosomen dienen. Das N-terminal
mit GST fusionierte Cbs2p wurde in dem Expressionsstamm BL21 überexprimiert
und an GSH-Sepharose gekoppelt. Die gleiche Prozedur wurde für GST
durchgeführt. Die an Sepharose gebundenen Proteine GST-Cbs2p und GST wurden
jeweils mit verschiedenen Mitochondrienlysaten inkubiert, die entweder Cbs2p-3HA
und/oder Mrp13p-3HA exprimieren. Mitochondrienlysate aus den folgenden
Stämmen wurden für die Bindungsstudien eingesetzt:
1: KT4 (∆cbs2, MRP13-3HA), transformiert mit pRS414-CBS2-3HA (single copy)
2: KT4 (∆cbs2, MRP13-3HA)
3: KT5 (MRP13-3HA)
Als Negativkontrolle wurde an Sepharose-gekoppeltes GST mit einem
Mitochondrienlysat, welches Cbs2p-3HA und/oder Mrp13p-3HA exprimiert, inkubiert.
Die Durchführung des Bindungstests und die anschließenden Waschschritte der an
Sepharose assoziierten Proteine erfolgte unter stringenten Bedingungen in
Gegenwart eines reduzierenden Agenz (1 mM DTT). Der Nachweis einer Bindung
von Cbs2p und/oder mitochondrialen Ribosomen erfolgte nach Westernanalyse der
an Sepharose gebundenen Proteine mit HA-spezifischen Antikörpern. Die
Ergebnisse sind in Abb. 35 dargestellt.
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Abb. 35: in vitro-Bindungstests mit GST-Cbs2p gekoppelter Sepharose
GST (Spur 2 und 4) und GST-Cbs2p (Spur 1, 3 und 5) wurden aus Transformanden des
Expressionsstammes BL21 isoliert, an GSH-Sepharose gebunden und mit
Mitochondrienlysaten der folgenden Stamme inkubiert: Spur 1 und 2: KT4 (∆cbs2, MRP13-
3HA), transformiert mit pRS415-CBS2-3HA; Spur 3 und 4: KT4 (∆cbs2, MRP13-3HA); Spur
5: KT5 (MRP13-3HA). Die nach den Bindungstests erhaltenen Präzipitate wurden auf einem
12 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit HA-
spezifischem Antikörper detektiert. Mrp13p-3HA in Spur 5 ist mit einem Stern markiert.
Unabhängig vom eingesetzten Mitochondrienlysat wird Mrp13p-3HA durch
Sepharose gekoppeltes GST-Cbs2p gebunden (Spuren 1, 3 und 5). Erfolgte der
Bindungstest mit einem Mitochondrienlysat, präpariert aus dem Cbs2p-3HA
exprimierenden cbs2-Deletionsstamm KT4, ist zusätzlich die Homomerisierung von
Cbs2p nachweisbar (Abb. 35, Spur 1). Die geringere Konzentration von Mrp13p in
Spur 5 ist durch die gleichzeitige Anwesenheit eines „getaggten“ sowie eines
„ungetaggten“ Mrp13-Proteins erklärbar, da in diesem Fall in einen Wildtypstamm
(DBY747) MPR13-3HA integriert wurde. Die beobachtete Interaktion kann entweder
direkt über Mrp13p oder über die Bindung eines unbekannten Proteins der
ribosomalen Fraktion erfolgen. Wie aus Abb. 35 ersichtlich, wird Mrp13p nicht durch
Sepharose-gekoppeltes GST gebunden (Abb. 35, Spuren 2 und 4).
Cbs2p-3HA
Mrp13p-3HA
1        2       3        4        5
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3.9.3 Immunpräzipitation von Cbs2p mit Nam9p-spezifischen Antikörpern
Die Assoziation von Cbs2p mit mitoribosomalen Proteinen sollte durch
Coimmunpräzipitation bestätigt werden. Die Präzipitation der mitochondrialen
Ribosomen erfolgte mit einem Antikörper gegen das ribosomale Protein Nam9p.
Nam9p ist ein 53 kDa großes Protein und Bestandteil der kleinen ribosomalen
Untereinheit. Für die Coimmunpräzipitation wurde ein Mitochondrienlysat des
Stammes KT4 (cbs2-Deletionsmutante mit integrierter MRP13-3HA-Fusion), welcher
Cbs2p-3HA und Mrp13p-3HA coexprimiert, genutzt. Die Präzipitation von Nam9p
wurde mit an Protein A-Agarose gebundenen Nam9p-spezifischem Antiserum
durchgeführt (s. 2.4.12). und das Präzipitat auf die Anwesenheit von Mrp13p-3HA
und Cbs2p-3HA überprüft.
Die Ergebnisse der Coimmunpräzipitation sind in Abb. 36 dargestellt.
Abb. 36 Immunpräzipitation mit Protein A-Agarose gekoppeltem Nam9p
300 µg der mt Fraktion des Cbs2p-3HA und Mrp13p-3HA coexprimierenden Stammes KT4
wurden lysiert und anschließend zur Coimmunpräzipitation mit Protein A-Agarose
gebundenen Nam9p-Antikörper eingesetzt. In Spur 1 sind 30 µg der zur
Coimmunpräzipitation eingesetzten mt Fraktion des Cbs2p-3HA/Mrp13p-3HA
coexprimierenden Stammes aufgetragen. In Spur 2 ist die Pelletfraktion nach erfolgter Lyse
und in Spur 3 ist quantitativ der erhaltene Überstand nach der Coimmunpräzipitation
aufgetragen. Das erhaltene Immunpräzipitat wurde vollständig (Spur 4 und 5) aufgetragen.
Zur Kontrolle der Größe des Cbs2-Proteins wurden 50 µg mitochondriale Fraktion der mit
CBS2-3HA (multi copy) transformierten cbs2-Deletionsmutante KT1 aufgetragen (Spur 6).
Die Proteine wurden auf einem 12 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran geblottet und mit HA-, Cox2p- und Cox3p-Antiserum detektiert.
Cbs2p-3HA
Mrp13p-3HA
Cox2p
Cox3p
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Der Nachweis von Mrp13p-3HA (Spur 4 und 5) im Präzipitat zeigt die erfolgreiche
Präzipitation von ribosomalen Proteinen durch Nam9p-gekoppelte Protein A-
Agarose. In dieser Fraktion ist ebenfalls das copräzipitierte Cbs2p-3HA nachweisbar.
Die Präzipitation der ribosomalen Proteine durch Nam9p scheint nahezu vollständig
zu erfolgen, da im Überstand nach der Präzipitation kein Mrp13p mehr nachweisbar
ist. Im Gegensatz dazu wird nur ein Teil von Cbs2p-3HA in dieser Fraktion detektiert.
Damit bestätigt sich das Ergebnis, dass offenbar nur ein Anteil von Cbs2p mit
mitochondrialen Ribosomen assoziiert vorliegt. Interessant ist auch die gute
Detektierbarkeit von Cbs2p in der ribosomalen Fraktion, während es in der
mitochondrialen Fraktion aufgrund der schwachen Expression von Cbs2p nicht
nachweisbar ist. Der Nachweis von Membranproteinen in dem Immunpräzipitat
erfolgte durch den Nachweis von Cox2p und Cox3p. Beide Proteine sind nur im
Überstand, nicht im Präzipitat nachweisbar. Die ribosomale Fraktion ist demnach
weitestgehend frei von Membranverunreinigungen, so dass dieses Experiment ein
Beleg für die Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen Ribosomen ist.
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4 Diskussion
In der vorliegenden Arbeit konzentrierten sich die Untersuchungen des
mitochondrialen Translationsaktivators Cbs2p in S. cerevisiae auf folgende
Schwerpunkte: die Charakterisierung funktionell wichtiger Bereiche im N- und C-
terminalen Bereich des Proteins, den Nachweis von Protein-Protein
Wechselwirkungen, die mögliche Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen
Ribosomen und die Bedeutung des N-terminalen Bereiches für den Import von
Cbs2p in die Mitochondrien.
4.1 Cbs2p-homologe Proteine in anderen Hefearten
Die Identifizierung konservierter Sequenzbereiche in homologen Proteinen aus
unterschiedlichen Organismen liefert wichtige Anhaltspunkte für das Auffinden
funktionell wichtiger Bereiche.
Bisher sind für mitochondriale Translationsaktivatoren aus S. cerevisiae nur wenige
Homologe in anderen Organismen durch Sequenzvergleiche gefunden worden. Dies
könnte darauf zurückzuführen sein, dass diese Proteine entweder spezifisch für S.
cerevisiae oder evolutionär sehr variabel sind.
Erstmalig wurden homologe Proteine für mRNA-spezifische Translationsaktivatoren
von S. cerevisiae bei anderen Hefen von Costanzo et al. (2000) beschrieben. Die
Autoren identifizierten in der nah verwandten Hefe S. bayanus Proteine, die zu den
COX2- und COX3-mRNA spezifischen Aktivatoren Pet111p, Pet54p, Pet122p und
Pet494p hohe Homologien zeigen. Ebenso wurden funktionshomologe Proteine in
phylogenetisch weiter entfernten Hefen gefunden, z. B. für Pet111p und Pet122p in
S. kluyveri und für Pet111p in K. lactis. Das zu Pet111p homologe Protein aus S.
kluyveri zeigt 32 % Identität, wogegen das in K. lactis identifizierte Pet111p nur 20 %
Identität aufweist. Die phylogenetischen Beziehungen einiger Hefen, in denen
teilweise homologe Proteine für die COX2- und COX3-mRNA spezifischen
Translationsaktivatoren nachgewiesen wurden, sind in Abb. 37 dargestellt
(entnommen aus Costanzo et al., 2000).
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Abb. 37: Phylogenetische Beziehungen von S. cerevisiae zu anderen
ausgewählten Hefen
Darstellung der phylogenetischen Beziehungen einiger Hefen, in denen teilweise homologe
Proteine für die COX2- und COX3-mRNA spezifischen Translationsaktivatoren identifiziert
wurden. Die Abbildung ist aus Costanzo et al. (2000) entnommen.
Im Gegensatz dazu wurden für die COB-mRNA spezifischen Translationsaktivatoren
Cbs1p und Cbs2p bisher weder in nah verwandten noch in phylogenetisch weiter
entfernten Organismen homologe Proteine nachgewiesen. Lediglich das Leseraster
YHR063C in S. cerevisiae, das im Rahmen der Sequenzierung des Hefegenoms
identifiziert wurde, weist mit 21 % Identität nennenswerte Homologie zu Cbs2p auf
(Ouzounis et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Yhr063cp
kein funktionell homologes Protein zu Cbs2p ist (Tzschoppe et al., 1999).
Der Nachweis homologer Proteine für die COX2- bzw. COX3-mRNA spezifischen
Translationsaktivatoren lässt annehmen, dass homologe Proteine auch für andere
mitochondriale Translationsaktivatoren existieren könnten. Allerdings erschwert die
hohe Divergenz dieser Proteine die Identifizierung von homologen Proteinen durch
Komplementationsanalysen in anderen Organismen. Costanzo et al. (2000) haben
erfolglos versucht, die zu PET111, PET54 und PET494 homologen Gene aus
phylogentisch weiter entfernten Hefen durch Komplementation entsprechender S.
cerevisiae Mutanten zu isolieren. Die Autoren vermuteten, dass eventuell
vorhandene homologe Proteine aufgrund ihrer hohen Divergenz zu den S. cerevisiae
Proteinen in dieser Hefe nicht funktionell sind. Sie isolierten homologe Gene aus
genomischen Genbanken dieser Organismen durch Komplementation von
Nullmutationen hoch-konservierter Gene (z. B. COX7 und OXA1), die in S. cerevisiae
benachbart zu PET111 sind. Diese Strategie basiert auf Befunden, dass
Sequenzbereiche in der Nachbarschaft von konservierten Genen während der
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Evolution häufig gekoppelt bleiben. Leider ließ sich diese Strategie nicht für die
Isolierung von CBS2-Homologen anwenden, weil sich keine hoch-konservierten
Gene in Nachbarschaft zu diesem Gen befinden.
Inzwischen gibt es jedoch aufgrund von Genomsequenzierungen einer Reihe von
Hefen Befunde, dass Sequenzhomologe für Cbs2p existieren. Im Rahmen des
Sequenzierprojektes von S. pombe, einem von S. cerevisiae phylogenetisch weit
entfernten Organismus (Sipiczki, 1995), wurde ein Leserahmen identifiziert, welcher
25 % Identität zu Cbs2p aufweist (SPBPB2B2.09c). Der Vergleich der
Proteinsequenzen zeigt, dass homologe Bereiche bzw. As über das gesamte Protein
verteilt vorliegen. Dies spricht dafür, dass dieses Protein ein zu Cbs2p funktionell
homologes Protein darstellen könnte.
Im Rahmen eines gegenwärtig laufenden Hefe-Sequenzierprojektes von 13 nicht-
konventionellen Hefen der Firma Genoscope in Frankreich konnten in S. bayanus
zwei zu Cbs2p hoch-homologe Sequenzbereiche identifiziert werden. Einer dieser
Sequenzbereiche weist mit 77 % Identität hohe Homologie zu den As 1-209 von
Cbs2p auf. Der zweite Bereich zeigt mit 73 % Identität Ähnlichkeit zu den C-
terminalen As 207-389 von Cbs2p. Es sind damit zwei homologe Sequenzbereiche
identifiziert worden, die insgesamt die komplette Proteinsequenz von Cbs2p
überdecken. In der Hefe S. exiguus wurde ein zu den C-terminalen As 234-354 von
Cbs2p homologer Bereich identifiziert, der mit 37 % Identität ebenfalls eine hohe
Homologie aufweist. S. exiguus ist eine von S. cerevisiae phylogenetisch weiter
entfernte Hefe, was sich z.B. im unterschiedlichen GC-Gehalt der DNA (ca. 33 %) im
Vergleich zu S. cerevisiae (rund 40 %), einer variablen Chromosomenzahl (8-16) und
einem größeren Genom (18 MB) widerspiegelt (Kurtzmann and Fell, 1999).
Interessanterweise konnte im Rahmen dieses Sequenzierprojektes bisher noch kein
homologes Protein für Cbs1p identifiziert werden.
Der 55 Aminosäuren umfassende C-Terminus von Cbs2p, der durch eine hohe
Anzahl positiv geladener und hydrophober As gekennnzeichnet ist, zeigt 36 %
Identität zu einem internen Segment eines mitochondrial codierten Proteins (ORF
1740) von D. discoideum unbekannter Funktion (Iwamoto et al., 1995). Dies war zu
Beginn dieser Arbeit der erste Anhaltspunkt, dass der C-Terminus von Cbs2p eine
Bedeutung für die Funktion des Proteins haben könnte.
Zur Identifizierung von Bereichen von Cbs2p, die Einfluss auf den Import, die
Stabilität oder auf mögliche Protein-Protein Interaktionen haben könnten, wurden N-
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und C-terminale Verkürzungen des Proteins hergestellt und zusätzlich eine gezielte
Mutagenese des C-Terminus durchgeführt.
4.2 N-terminale Mutagenese von Cbs2p und Identifizierung essentieller
Bereiche für die Funktion von Cbs2p
Cbs2p ist ein Protein, das im Gegensatz zu vielen anderen mitochondrialen
Proteinen während des Imports nicht N-terminal prozessiert wird. Eine Abspaltung
von zwei bis drei As am N-Terminus kann jedoch nicht ausgeschlossen werden
(Michaelis and Rödel 1990). Es war deshalb von Interesse zu untersuchen, ob der
nicht abgespaltene N-Terminus von Cbs2p für die Funktion des Proteins bedeutsam
ist. Erste Untersuchungen zur Funktion des Aminoterminus von Cbs2p wurden von
Kääb (1991) durchgeführt. Er hat nachgewiesen, dass Cbs2p ohne die
aminoterminalen 15 As unter authentischer Expression nicht mehr in Lage ist, eine
cbs2-Nullmutante funktionell zu ersetzen. Dagegen war die Überexpression des
aminoterminal verkürzten Proteins von einem multi copy Vektor (YEp351) in der
Lage, die cbs2-Nullmutante hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens auf Glycerin zu
komplementieren. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der N-Terminus eine
Bedeutung für die Funktion von Cbs2p hat, lassen aber offen, ob der Import oder
eine andere Funktion von Cbs2p durch die N-terminalen As beeinflusst wird. Wie
unter 3.2.1 beschrieben, weist der N-Terminus von Cbs2p in den ersten vier As
(Met1, Ser2, Ser3, Ser4) eine auffällige Übereinstimmung mit einigen anderen
mitochondrialen Proteinen auf. Beispielsweise sind die ersten vier As von Cbs2p und
der mitochondrialen Adenylatkinase (Aky2p) identisch, wobei unklar ist, ob diese As
eine funktionelle Bedeutung haben. Konservierte aminoterminale Sequenzbereiche
bzw. As zeigen sich auch in den zu Cbs2p homologen Sequenzen in S. bayanus und
S. pombe (Abb. 38). Wenn dem N-Terminus nur eine Importfunktion zukommen
würde, wären solche konservierten Sequenzbereiche nicht zu erwarten. Sequenzen,
die Importsignale repräsentieren, zeigen bestimmte Charakterisitka, sind aber
hinsichtlich ihrer Primärsequenz sehr variabel. Deshalb könnte diese Identität von As
ein Hinweis dafür sein, dass der N-Terminus von Cbs2p (noch) eine andere Funktion
haben könnte.
In der vorliegenden Arbeit wurde durch gezielte Deletionen die Bedeutung des N-
Terminus von Cbs2p detailliert analysiert. Überraschenderweise kann Cbs2p unter
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authentischer Expression ohne die aminoterminalen As 2-7 das Wildtypprotein
funktionell ersetzen und wird daher offenbar in die Mitochondrien importiert. Die
Deletion der aminoterminalen sechs As des Cbs2-Proteins hat damit keinen Einfluss
auf die Funktionalität des Proteins. Außerdem zeigt dieses Ergebnis, dass die As-
Folge Met1, Ser2, Ser3, Ser4 weder für den mitochondrialen Import noch für die
Stabilität des Proteins essentiell sein kann, da das N-terminal verkürzte Cbs2-Protein
quantitativ vergleichbar mit dem Wildtypprotein in den Mitochondrien nachweisbar ist.
Dagegen ist Cbs2p unter authentischer Expression ohne die aminoterminalen acht
As (Cbs2p(∆2-9)) nicht mehr in Lage, eine cbs2-Nullmutante funktionell zu
komplementieren. Transformanden, die Cbs2p(∆2-9) in einer hohen Kopienzahl
exprimieren, wachsen temperaturabhängig bei 23°C und 30°C, jedoch nicht bei
37°C. Das Mutantenprotein Cbs2p(∆2-9) besitzt demnach  temperaturabhängig eine
Aktivität, die allerdings erst dann zum Tragen kommt, wenn eine erhöhte Kopienzahl
eine verstärkte Expression des Proteins gewährleistet. In den Mitochondrien war die
nachweisbare Konzentration des um acht As verkürzten Cbs2-Proteins minimal
geringer als die des Wildtypproteins, so dass der Einfluss dieser zwei zusätzlich
deletierten As (Val8, Tyr9) auf die Stabilität und/oder den Import des Proteins bei
30°C gering ist. Der Sequenzvergleich der N-terminalen As 1-50 von Cbs2p mit den
homologen N-terminalen Sequenzen in S. bayanus und der phylogenetisch weit
entfernten Hefe S. pombe zeigt, dass sich u. a. im As-Bereich 9-12 ein konserviertes
Motiv befindet (Abb. 38).
Abb. 38: Homologievergleich der N-terminalen As von Cbs2p aus S.
cerevisiae (S. c.) und homologen Proteinen aus S. bayanus (S. b.)
und S. pombe (S. p.)
Der Homologievergleich von Cbs2p und den homologen Sequenzbereichen in S. bayanus
und S. pombe wurde mit dem BlastP Programm erstellt (Altschul et al., 1990). Dargestellt
sind die N-terminalen 50 As von Cbs2p und die N-terminale Sequenzen der homologer
Proteine aus S. bayanus (1-50) und S. pombe (5-45). Identische As sind gelb hervor-
gehoben.
As  1                                                50
S.c.  MSSSIPRVYSLGNSAMTYLLALRIAQLPSQPKVPSVVLLLNDQKKLNRFL
S.b.  MPSPIPRVYSLGNSPMTYLLALRIAQLPSQPKVPLVVLLLNDQKKLDRFL
S.p.  ------IYILGAGSIGSLLAYELASLKSINN--RVILLLRDKSRVNSFK
          5   45
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Die Sequenz YxLG könnte einen wichtigen Bereich für die Funktion von Cbs2p
darstellen. Dies würde erklären, warum die Deletion von 10 und mehr
aminoterminalen As zum kompletten Funktionsverlust des Proteins führt. Eine
ortsspezifische Mutagenese der N-terminalen As 9-12 (YxLG) könnte klären, ob
dieser Bereich tatsächlich essentiell für die Funktion von Cbs2p ist. Beispielsweise
könnte überprüft werden, ob durch den Austausch der hydrophoben As Tyr und Leu
gegen die hydrophile As (z. B. Gln) die Funktion des Proteins beeinträchtigt wird.
Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dagegen, dass die Nicht-Funktionalität N-
terminal verkürzter Proteine aus einer weitgehenden Degradation resultiert. Die
Proteine Cbs2p(∆2-16)-3HA, Cbs2p(∆2-25)-3HA, Cbs2p(∆2-35)-3HA sind zwar einer
erhöhten Proteolyse unterworfen, da ihre steady-state Konzentrationen geringer sind
als die des Wildtypproteins, aber die Konzentration ist immer noch so hoch, dass
sich die Proteine problemlos immunologisch nachweisen lassen (s. 3.3.1). Es
erscheint daher eher unwahrscheinlich, dass eine zu geringe Konzentration der
Proteine für den Phänotyp verantwortlich ist. Interessanterweise ist bei dem Cbs2p-
Derivat Cbs2p(∆2-16)-3HA schon vor Zugabe von Cycloheximid ein
Degradationsprodukt nachweisbar (Abb. 15). Die Deletion der 15 aminoterminalen
As bewirkt damit die „stärkste“ Instabilität des Proteins. Es ist vorstellbar, dass
innerhalb der aminoterminalen 15 As eine strukturelle Information vorhanden ist, die
stabilitätsvermittelnd wirkt, beispielsweise indem sie die Faltung des Proteins in eine
proteaseresistente Konformation ermöglicht.
Hypothetisch könnte der Aminoterminus einen Bereich darstellen, der an einer
potenziellen Protein-Protein oder Protein-RNA Interaktion beteiligt ist. Dann würde
durch die Deletion der aminoterminalen acht As temperaturabhängig diese
Interaktion beeinträchtigt werden bzw. diese durch weiterreichende Deletionen nicht
mehr möglich sein. Auffällig ist in diesem Zusammenhang die Anhäufung von
konservierten Leucinresten innerhalb der ersten 50 As (Abb. 38). Leucinanhäufungen
spielen häufig eine Rolle bei der Ausbildung von Strukturdomänen, die zur
Dimerisierung eines Proteins notwendig sind (siehe 4. 7).
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4.3 Import von Cbs2p in die Mitochondrien
Die meisten Vorläuferformen der Proteine, deren Bestimmungsort die mitochondriale
Matrix ist, besitzen an ihrem N-Terminus eine Signalsequenz (Präsequenz), die nach
dem Import von einer spezifischen Matrixprotease abgespalten wird. Die N-
terminalen Präsequenzen von Matrix lokalisierten Proteinen bestehen typischerweise
aus 20-60 As, die einen hohen Anteil positiv geladener und hydroxylierter As
enthalten (Neupert, 1997). Es wird angenommen, dass die Präsequenzen
amphipathische α−Helices in Membranen bilden, während sie in wäßriger Lösung
kaum eine strukturelle Organisation zeigen. Die amphipathische Natur dieser
Strukturen ist wichtig für ihre spezifische Erkennung durch die
Proteinimportmaschinerie. Obwohl der N-Terminus von Cbs2p nicht oder allenfalls
geringfügig prozessiert wird, weist der N-terminale Bereich einige Charakteristika
klassischer mitochondrialer Präsequenzen in Form von zahlreichen hydroxylierten
sowie positiv geladenen Aminosäuren bei fehlenden negativ geladenen As auf (Abb.
39). Die As 2-19 könnten potenziell eine amphipatische Helix ausbilden (Abb. 40).
Abb. 39:
Die aminoterm
gekennzeichnAs    1        35
            +               +        +
Cbs2p  MSSSIPRVYSLGNSAMTYLLALRIAQLPSQPKVPS123
Die N-terminalen As 1-35 von Cbs2p
inalen As 1-35 von Cbs2p sind dargestellt. Die positiv geladenen As sind rot
et und die hydroxylierten As grau unterlegt.
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Abb. 40: „Helical-wheel“-Projektion der As 2-19 von Cbs2p
Die Projektion wurde mit Hilfe des Programmes „Helical Wheel Custom Images and
Interactive Java Applet“ (Fischer, 2000) erstellt. Die As sind im Ein-Buchstabencode
angegeben und entsprechend den physikochemischen Eigenschaften farbig unterlegt: grün =
hydrophob; rot = positiv geladen, braun = ungeladen, unpolar. Die Positionen der As von 2-
19 sind angegeben.
In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Chimären zwischen verschiedenen
Proteinanteilen von Cbs2p und Gfp untersucht, ob die N-terminalen As von Cbs2p
den Import der chimären Proteine in die Mitochondrien vermitteln können.
Interessanterweise sind schon die ersten 15 As von Cbs2p in der Lage, das
Reporterprotein Gfp zum Teil in die Mitochondrien zu rekrutieren. Ähnliche Befunde
wurden bei einigen anderen mt Proteinen, z. B. bei Cox4p, erhoben. In diesen Fällen
ist bereits ein Teil der mitochondrialen Importsequenz in der Lage, den Import eines
Reporterproteins in die Mitochondrien zu vermitteln (Hurt et al., 1985). Durch
Fusionen zwischen verkürzten aminoterminalen Bereichen der Präsequenz von
COX4 und der DHFR wurde gezeigt, das die aminoterminalen 12 As von Cox4p
ausreichend sind, Dhfrp in vivo und in vitro in die mitochondriale Matrix zu dirigieren
(Hartl et al., 1989).
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Die ersten 35 As von Cbs2p genügen, um Gfp vollständig in die Mitochondrien zu
rekrutieren. Damit repräsentiert der As Bereich 1-35 im N-Terminus von Cbs2p eine
mitochondriale Signalsequenz. Trotzdem ist aber ein N-terminal um 35 As verkürztes
Cbs2-Protein ebenfalls noch in den Mitochondrien nachweisbar (Tzschoppe et al.,
2000). Das spricht dafür, dass der N-Terminus von Cbs2p den Import von Proteinen
in die Mitochondrien vermitteln kann, aber für den Import von Cbs2p entbehrlich ist.
Cbs2p erweitert damit die Liste jener Proteine, deren Import nicht strikt von einer N-
terminalen Signalsequenz abhängig ist. Cbs2p zählt zu den wenigen bekannten
Matrix-Proteinen, die zusätzlich wenigstens ein weiteres, vom N-Terminus
unabhängiges, intern oder C-terminal lokalisiertes Importsignal für die Mitochondrien
besitzen. Da ein chimäres Protein zwischen dem As-Bereich 51-389 von Cbs2p mit
Gfp in den Mitochondrien nachweisbar ist, kann das zweite Importsignal nur im
Bereich zwischen As 51 und 389 lokalisiert sein.
Die Abwesenheit eines N-terminalen Targetingsignals wurde für eine Reihe von
mitochondrialen Proteinen, die im Intermembranraum und in der inneren Membran
lokalisiert sind, gezeigt. Auch für die bereits erwähnte mitochondriale Adenylatkinase
(Aky2p) wird ein weiteres Importsignal postuliert (Bandlow et al., 1998). Aky2p ist ein
Protein des Intermembranraumes, das auch über eine nicht-abspaltbare Präsequenz
verfügt und dessen aminoterminalen 16 As ein mitochondriales Importsignal
repräsentieren. Die Deletion der acht aminoterminalen As beeinflusst die
Translokation des Proteins in die Mitochondrien nicht. Die Autoren vermuten anhand
ihrer Ergebnisse, dass Aky2p über eine weitere interne Targetinginformation verfügt.
Eine ähnliche Situation liegt bei Cbs2p vor, wo die N-terminalen 15 As schon in der
Lage sind, ein Reporterprotein teilweise in die Mitochondrien zu dirigieren, aber die
Deletion dieser und weiterer 20 As am Aminoterminus nicht den Import des Proteins
beeinflusst.
Die Abwesenheit eines N-terminalen Targetingsignals wurde auch für die
mitochondriale Cytochrom c1-Hämlyase in Neurospora crassa, welche sich ebenfalls
im Intermembranraum befindet, gezeigt (Dieckert et al., 1999). Das neu identifizierte
Targetingsignal ist ein hoch konservierter Bereich von 75 As im dritten Viertel des
Proteins, der sich in allen bekannten Hämlyasen findet.
In der inneren mitochondrialen Membran ist eine Reihe von Carrierproteinen
lokalisiert, z. B. die ATP/ADP Translokase (AAC). Die AAC in S. cerevisiae besitzt
keine N-terminal abspaltbare Präsequenz. Untersuchungen haben gezeigt, dass die
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AAC und andere Carrierproteine der inneren Membran über mehr als ein internes
Targetingsignal verfügen. Andere Carrierpräproteine wiederum verfügen über N-
terminale abspaltbare Präsequenzen, die aber nicht essentiell für den
mitochondrialen Import sind (Neupert, 1997). Für den Phosphatcarrier in
Säugermitochondrien wurde gezeigt, dass die Effizienz des Imports der
präsequenzfreien Form ca. 50 %, verglichen mit dem authentischen
Präcursorprotein, betrug. Die präsequenzfreie Form wird korrekt assembliert. Damit
ist gezeigt, dass die Präsequenz nicht essentiell für den mitochondrialen Import
dieses Proteins ist. Die Präsequenz konnte ebenfalls ein Reporterprotein mit geringer
Effizienz in die Mitochondrien dirigieren. Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass der
Phosphatcarrier aus Säugermitochondrien über weitere interne Targetingsignale
verfügt. Die N-terminale Präsequenz bedingt in diesem Fall eine Erhöhung der
Spezifität und der Effizienz des Imports (Zara et al., 1992).
Ähnliche Befunde wurden für die UE 6 des Cytochrom bc1-Komplexes (Qcr6p)
publiziert, die in der inneren Membran der Mitochondrien lokalisiert ist (DeLabre et
al., 1999). Qcr6p enthält eine 25 As lange Präsequenz, die im maturen Protein nicht
mehr nachweisbar ist. Im Gegensatz zu den typischen mitochondrialen
Präsequenzen enthält diese N-terminale Sequenz nur eine basische As und einen
erhöhten Anteil saurer As. Qcr6p ohne Präsequenz wird in die Mitochondrien
importiert, in den Komplex III assembliert und die Aktivität des bc1-Komplexes nicht
negativ beeinflusst. Werden dagegen 45 As am C-Terminus deletiert, ist Qcr6p nicht
mehr in den Mitochondrien nachweisbar und die Aktivität des bc1-Komplexes um ca.
50 % reduziert. Die Aktivität von Komplex III entspricht der einer qcr6-Nullmutante.
Die Untereinheit 6 des Komplex III ist damit ebenfalls ein Beispiel, das belegt, dass
neben dem N-Terminus auch im C-Terminus mitochondriale Importsignale lokalisiert
sein können.
Im Fall der mitochondrialen DNA Helikase Hmi1p von S. cerevisiae, welche in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert ist, wurde gezeigt, dass der C-Terminus (36 As) für
den Import eines mitochondrialen Proteins zuständig ist, während der N-Terminus
keine Signalsequenz enthält (Lee et al., 1999). Das C-teminale Importsignal dieser
Helikase ist in der Lage eine amphipatische Helix auszubilden. Für Proteine, die ihre
Funktion in der mitochondrialen Matrix ausüben, wurden bisher immer N-terminale
Targetingsingale angenommen, während Proteine der inneren und äußeren
Membran öfter über interne Targetingsignale verfügen. Die Identifikation dieses C-
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terminalen Targetingsignals impliziert, dass Hmi1p zu einer neuen Klasse von
Proteinen gehört, welche in C- zu N-terminaler Richtung durch die Membran
transloziert werden.
Auch für Cbs1p, das als peripheres Membranprotein mit der inneren Membran
matrixseitig assoziiert vorliegt, wurde gezeigt, dass die abspaltbare Präsequenz nicht
essentiell für den mitochondrialen Import ist (Krause-Buchholz et al., 2000). Dies
spricht ebenfalls für ein N-terminal unabhängiges Importsignal.
Das Hefeprotein Qcr6p und der Säugerphosphatcarrier sind Beispiele dafür, dass
Präsequenzen die Effizenz des mitochondrialen Imports steigern können, ohne für
den Import essentiell zu sein. Das eigentliche Signal für den Import des Proteins ist
intern oder C-terminal lokalisiert (DeLabre et al., 1999). Die Befunde dieser Arbeit
lassen auch für Cbs2p vermuten, dass zwei oder mehrere Importsignale
synergistisch wirken und somit die Effizienz des mitochondrialen Imports erhöhen
könnten.
Durch die Entfernung eines N-terminalen Targetingsignals können aber auch andere
Lokalisierungssignale freigelegt werden, die normalerweise nicht genutzt werden
oder nur gering aktiv sind. Ein Beispiel dafür ist die UE V der Cytochrom c-Oxidase
(Cox5p). Die Deletion des Matrix Targeting Signals verhindert den Import des
Proteins, aber die Überexpression der präsequenzfreien Form ist wiederum in der
Lage, den Import zu vermitteln (Neupert, 1997). Diese Beobachtung legt nahe, dass
Cox5p ebenfalls über ein zweites schwaches internes Importsignal verfügt, das unter
normalen Umständen möglicherweise keine Rolle spielt. Diese Daten weisen darauf
hin, dass die Kriterien für eine Interaktion zwischen der Präsequenz und der
mitochondrialen Importmaschinerie nicht sehr spezifisch sind (Neupert, 1997). Brix et
al. (1999) haben die Spezifität der drei mitochondrialen Importrezeptoren Tom20p,
Tom22p und Tom70p der Präproteintranslokase der äußeren mitochondrialen
Membran untersucht. Die cytosolischen Domänen der drei Importrezeptoren
interagieren in vitro spezifisch mit den mitochondrialen Präproteinen (Schlossmann
et al., 1994; Schleiff et al., 1997; Brix et al., 1997; Komiya et al., 1997; Komiya et al.,
1998), wobei Tom20p sowohl spaltbare als auch nichtspaltbare Präproteine, Tom22p
spaltbare Präproteine und Tom70p bevorzugt nichtspaltbare Präproteine bindet. Die
Autoren haben mit synthetischen Peptiden bewiesen, dass sowohl geladene als auch
ungeladene Peptide von Tom20p und von Tom70p erkannt werden. Somit scheint
die Ladung der Präsequenzen nicht kritisch für die Rezeptorbindung zu sein.
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Vielmehr scheint es multiple Erkennungssequenzen in den nichtspaltbaren Proteinen
für die Importrezeptoren zu geben. Im Gegensatz zu den spaltbaren Proteinen
müssen diese nicht unbedingt am N-Terminus lokalisiert sein, die Translokation
durch die Membran könnte also doch auch an anderen Bereichen der Proteine
initiiert werden. Diese Ergebnisse weisen auf grundlegende Unterschiede in der
Translokationsmaschinerie zwischen spaltbaren und nichtspaltbaren Präproteinen
hin. Da Cbs2p nach den vorliegenden Daten zur Gruppe der nichtspaltbaren
Präproteine zählt, ist eine einfache Identifizierung des Importsignals vermutlich nicht
möglich und erfordert aufwändige Tests, z. B. ob synthetische, überlappende Peptide
aus dem Cbs2p Leserahmen in der Lage sind, in vitro an Rezeptoren zu binden.
4.4 Der C-Terminus von Cbs2p und seine Bedeutung für die Funktion des
Proteins
Der C-Terminus von Cbs2p ist durch die Häufung von hydrophoben und positiv
geladenen As charakterisiert und weist konservierte Bereiche auf (Abb. 41). In der
folgenden Abbildung sind die physikochemischen Eigenschaften der C-terminalen As
(337-389) gezeigt.
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b. 41: C-terminale As von Cbs2p
e As im Bereich von 337 und 389 von Cbs2p sind im Ein-Buchstabencode angegeben und
tsprechend ihrer physikochemischen Eigenschaften farbig markiert: rot = positiv geladen,
u = negativ geladen, grau unterlegt = hydrophob
 die Bedeutung des C-Terminus für die Funktion von Cbs2p zu bestimmen,
rden C-terminale Verkürzungen hergestellt und auf Komplementation der cbs2-
llmutante UM1 getestet. Während die Entfernung von zwei As am C-Terminus
en temperatursensitiven Phänotyp des Proteins verursacht, führt die Entfernung
n mehr als drei As zum kompletten Funktionsverlust von Cbs2p. Somit ist der C-
rminus ebenso wie der N-Terminus essentiell für die Funktion dieses Proteins.
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Der Sequenzvergleich C-terminaler Bereiche von Cbs2p-homologen Proteinen
ergab, dass in diesem Abschnitt ein hohes Maß an Identität vorliegt. Besonders
auffällig ist ein konserviertes Motiv (As 382-389) mit mehreren hydrophoben und
positiv geladenen As (Abb. 42).
Abb. 42: Homologievergleich C-terminaler As von Cbs2p aus S. cerevisiae
(S. c.) mit homologen Proteinen aus S. bayanus (S. b.); S. exiguus
(S. e.), D. discoideum (D. d.) und S. pombe (S. p.)
Das Alignment von Cbs2p und homologen Proteinen aus S. bayanus, S. exiguus, D.
discoideum und S. pombe wurde mit dem BlastP Programm (Altschul et al., 1990) erstellt.
Dargestellt sind die C-terminalen Sequenzbereiche. As, die in wenigstens 4 der 5
verglichenen Proteine identisch sind, wurden markiert. X: die exakte Sequenz des
entsprechenden Codons liegt noch nicht vor.
Site-spezifische Mutagenese der vier C-terminalen As (Y386, H387, Y388, L389) führte
zur Identifikation wichtiger As für die Funktion von Cbs2p. Der Austausch der positiv
geladenen As Histidin387 gegen das ungeladene, hydroxylierte Threonin führte zu
einem leicht temperatursensitiven Phänotyp bei 37°C. Die Funktion dieses
Mutantenproteins ist damit weitgehend unbeeinträchtigt und die positive Ladung an
dieser Position ist nicht essentiell für die Funktionalität von Cbs2p. Tyrosin ist
aufgrund der aromatischen Seitenkette relativ unpolar (hydrophob). Der Austausch
von Y386 gegen eine andere aromatische As (Phe) führte nicht zur Beinträchtigung
der Funktion. Dagegen führte die Substitution von Y386 durch das hydrophobe Valin
oder die ungeladene As Glutamin zur Funktionseinschränkung bei 37C°. In gleicher
Weise führte die Substitution von Y388 durch Valin zur Beeinträchtigung der Funktion
von Cbs2p. Der Austausch von Tyrosin gegen Valin verursacht ein stark
eingeschränktes Wachstum bei 37°C. Bestätigt wurden diese Ergebnisse durch den
gleichzeitigen Austausch von Y386 und Y388 durch Gln bzw. Val an Position 386 und
388, was zum Funktionsausfall des Proteins führte. Für die Funktionalität von Cbs2p
sind demnach offenbar aromatische As an Position 386 und 388 von Bedeutung.
As   337     389
S.c. NQLNQTNINELNGFFVSLGKYKKCNCKWNDILLT--LIKGKQFITKQKALDYHYL
S.b. EQLNHTNIDELNGFFVSLGKYKKCDCRWNEMILT--LVKGKQSIVKQKALDYHXL
S.e. KEXXQTDIRELTGYFVRLAYQCNTDCRWNMTISW--LIESKIQLGKFRALDYHYL
S.p. LLLRETEIDAINGYVVKLAENNGFQATVNKTMML--LTKSRLGLNRCRA
D.d.  SQKNSKNIIRLTATNEYNYKYSKFNNKWCKLLLIKKQLKCKEETYRTKALLYNLL
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Die „Prosite“-Motiv-Analyse für Tyrosin-spezifische Proteinkinasen ergab einen
möglichen Phosphorylierungsort im konservierten As-Bereich KALDYHY. Dadurch,
dass beide Tyrosine sowohl einzeln als auch zusammen durch Phenylalanin
austauschbar sind, scheint eine Phosphorylierung dieser Tyrosinreste nicht essentiell
für die Funktion zu sein.
An der Assoziation von Cbs2p mit der inneren Membran sind ionische
Wechselwirkungen beteiligt (Michaelis et al., 1991), hydrophobe Interaktionen sind
jedoch ebenfalls möglich. Ungeladene und positive As im terminalen Fünftel könnten
dabei eine wichtige Rolle spielen. Eine Hydropathieanalyse der Mutantenproteine
zeigt, dass der Bereich der C-terminalen vier As beim Austausch von Tyr durch Val
hydrophober und beim Ersatz von Tyr durch Gln hydrophiler im Vergleich zum
Wildtypprotein wird. Wenn der C-Terminus von Cbs2p an der Membranassoziation
beteiligt ist, könnten die möglichen Interaktionen durch die veränderte
Hydrophobizität gestört werden.
Nicht auszuschließen ist aber, dass der C-Terminus eine wesentliche Funktion für
die Stabilität des Proteins hat. Ein solcher Effekt wurde bereits für
Succinatdehydrogenase UE 4 (Sdh4p) nachgewiesen (Oyedotun and Lemire, 1997).
4.5 Identifizierung der cbs2-223-Mutation
Die Überexpression von Abc1p ist in der Lage, die cbs2-223-Mutation im Stamm
BS3-10 zu supprimieren (Bousquet et al., 1991). Die Suppression ist allelspezifisch,
da eine ABC1 Überexpression nicht in der Lage ist, andere cbs2-Mutationen bzw.
eine vollständige Deletion von CBS2 zu supprimieren. Diese allelspezifische
Suppression ist überraschend, da die Sequenzanalyse des cbs2-Mutantenallels eine
Stoppmutation an As Position 136 ergab, welche zu einem verkürzten Cbs2-Protein
von ca. 16 KDa führt. Dieses Ergebnis impliziert, dass die Suppression nicht davon
abhängig sein kann, dass dieser Cbs2p-Anteil gebildet wird. Vielmehr deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass die Stoppmutation überlesen werden kann und
demzufolge geringfügige Mengen an Cbs2p gebildet werden.
Bei den C-terminal verkürzten Proteinen Cbs2p(1-385), Cbs2p(1-380) und Cbs2p(1-
369) (s. Tab.6) ist dies nicht möglich. Selbst im Fall des Überlesens können, bedingt
durch die Klonierungsstrategie (vgl. 2.3.8.8/9), keine full-length Proteine entstehen.
Die fehlende Supprimierbarkeit der C-terminal modifizierten Proteine Cbs2p(Y386Q,
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Y388Q) und Cbs2p(Y386V, Y388V) durch eine ABC1-Überexpression könnte ein
Hinweis darauf sein, dass der Effekt von der Präsenz zumindest einer geringen
Menge an Cbs2 Wildtyp-Protein abhängig ist. Diese Voraussetzung wäre bei den
genannten Mutantenproteinen nicht erfüllt. Dies steht im Einklang mit der Hypothese
von Bousquet et al. (1991). Außerdem wurde durch Northernanalysen
nachgewiesen, dass in verschiedenen cbs2-223-Mutantenstämmen, in denen das
COB-Gen fünf Introns besitzt, die Cytochrom b-mRNA nachweisbar ist. Dieses
Ergebnis impliziert, dass geringfügig Maturase translatiert werden muß. Daraus
wurde geschlussfolgert, dass, wenn die Translation der Maturase ebenso wie
Cytochrom b-mRNA von Cbs2p abhängig ist, vermutlich eine geringe Menge an
funktionellem Cbs2p synthetisiert wird (G. Dujardin, pers. Mitteilung).
4.6 Interaktion zwischen Abc1p und Cbs2p und Homomerisierung von
Abc1p
In dieser Arbeit wurde sowohl in vitro als auch in vivo die Interaktion zwischen Abc1p
und Cbs2p gezeigt. Die Homomerisierung von Abc1p wurde erstmals im Rahmen
von Two-Hybrid-Analysen durch Krause-Buchholz (2000) nachgewiesen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Homomerisierung von Abc1p mittels eines in vitro-
Bindungstests, einer zweiten unabhängigen Methode, bestätigt.
Gegenwärtig werden zwei Hypothesen zur Funktion von Abc1p diskutiert. Abc1p
wurde ursprünglich als multicopy Suppressor einer cbs2-Punktmutation (cbs2-223)
identifiziert (Bousquet et al., 1991). Die Deletion von ABC1 führt zur
Atmungsdefizienz und beeinflusst die Aktivität des bc1-Komplexes. Brasseur et al.
(1997) konnten ausschließen, dass die Deletion von ABC1 Auswirkungen auf die
Assemblierung des bc1-Komplexes hat. Deutlich beeinträchtigt ist aber die Kinetik
des Elektronentransfers, der an der äußeren positiv geladenen Seite der Membran
abläuft. Daraus resultiert eine reduzierte Aktivität des bc1-Komplexes. Zusätzlich sind
die Aktivitäten der Komplexe II und IV deutlich reduziert. Ebenso ist die Bindung von
Ubiquinol an den Ubiquinoloxidationsort des bc1-Komplexes beeinträchtigt. Der
Gehalt an Quinon in den Mitochondrien der Mutante ist im Vergleich zum
Wildtypstamm aber nicht reduziert. Durch die Zugabe von Ubiquinon kann der
Atmungsdefekt in vitro partiell kompensiert werden. Außerdem verursacht die
Deletion von ABC1 eine Thermosensitivität der Komplexe II, III und IV und eine
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erhöhte Sensitivität gegenüber Inhibitoren. Aufgrund dieser Daten vermuten die
Autoren, dass Abc1p als Chaperonin-ähnliches Protein wirkt und essentiell für die
korrekte Faltung und Funktion des bc1-Komplexes ist. Die Beeinflussung der
Komplexe II und IV könnte danach durch die Interaktionen mit dem modifizierten bc1-
Komplex verursacht werden. Eine partielle Interaktion zwischen den Komplexen III
und IV und eine direkte Interaktion zwischen den Komplexen II und III wurden bereits
von Gwak et al. (1986) und Bell et al. (1979) vermutet. Neueste Arbeiten von Cruciat
et al. (2000) haben bestätigt, dass die Komplexe III und IV in S. cerevisiae
miteinander assoziiert vorliegen.
Sehr ähnliche Befunde wie für Abc1p gibt es für Tcm62p, das als Chaperonin des
Komplexes II diskutiert wird (Dibrov et al., 1998). Erstens wird vermutet, dass Abc1p
und Tcm62p Assemblierungsfaktoren sind, die eine Spezifität für bestimmte
Komplexe der Atmungskette besitzen (Bousquet et al., 1991; Bonnefoy et al., 1996;
Brasseur et al., 1997; Dibrov et al., 1998). Zweitens resultiert die Deletion von ABC1
und TCM62 in Atmungskettendefekten, die durch die direkte oder indirekte
Einflussnahme von Abc1p oder Tcm62p auf die Assemblierung verschiedener
Komplexe erklärt werden können. Drittens besitzen Abc1p und Tcm62p eine
schwache Homologie zu der Klasse der Chaperonine (Bousquet et al., 1991; Dibrov
et al., 1998). Typischerweise treten Chaperonine als multimere Proteinkomplexe auf,
wie z.B. Hsp60p, das ein Oligomer aus 14 UE darstellt. So existiert auch Tcm62p
unter bestimmten Bedingungen, z.B. in Abwesenheit der Succinatdehydrogenase
(SDH), in Form eines oligomeren Komplexes. Tcm62p und SDH liegen nicht in
äquimolaren Mengen vor, sondern es wird ein Überschuß an SDH gebildet, von dem
ein Großteil als Tetramer nicht assoziiert mit Tcm62p nachweisbar ist.
Für Abc1p wurde experimentell gezeigt, dass es ebenfalls als Homomer vorliegen
kann. Wenn Abc1p als Chaperonin für Cytochrom b postuliert wird und ähnliche
molare Verhältnisse wie zwischen Tcm62p und SDH angenommen werden, kann die
Suppression der cbs2-223-Mutation durch eine Überexpression von ABC1
folgendermassen erklärt werden: Abc1p im Überschuss würde dazu führen, dass alle
in der cbs2-223-Mutante noch gebildeten Cytochrom b Moleküle durch Abc1p
gebunden, korrekt gefaltet und in den Komplex III assembliert werden. Dies
impliziert, dass in Wildtypzellen mehr Cytochrom b als Abc1p-Moleküle vorhanden
sind. Nur ein Teil der synthetisierten Cytochrom b Moleküle würde im Komplex III
assembliert werden, während der andere Teil als Homomere frei von Komplex III,
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ähnlich der Situation bei Tcm62p und SDH, vorliegt. Wenn die Tendenz zur Bildung
dieser Homomere stärker ist als die Bindung an Abc1p, könnte in der cbs2-223-
Mutante die Homomerisierung von Cytochrom b noch erfolgen, aber es würden
aufgrund der verringerten Cytochrom b-Synthese zu wenig Moleküle durch Abc1p
gebunden und assembliert werden können. Dies hätte zur Folge, dass in der cbs2-
223-Mutante der Komplex III nicht mehr funktionsfähig gebildet werden könnte. Das
würde wiederum dazu führen, dass die Bindung von Ubiquinol nicht mehr stattfinden
kann und somit eine Atmungsdefizienz entsteht. Die Überexpression von Abc1p
würde zu einer verstärkten Bindung von Cytochrom b Molekülen an Abc1p führen
und die Homomerisierung von Cytochrom b verringern. Somit würden wieder
ausreichend Cytochrom b Moleküle zur Verfügung stehen.
Der Nachweis der Interaktion von Cbs2p mit Abc1p könnte bedeuten, dass dieser
Translationsaktivator der COB-mRNA den Translationskomplex spezifisch an der
Stelle der Membran bindet, an dem sich das Apocytochrom b-spezifische
Chaperonin befindet. Somit würde die Kontaktaufnahme zwischen dem Chaperonin
und dem Apoprotein erleichert werden.
Do et al. (2001) zeigten dagegen, dass in einer abc1-Nullmutante kein Ubiquinon
nachweisbar ist und es zur Akkumulation eines Intermediates der Ubiquinon-
Biosynthese, der 3-Hexaprenyl-4-hydroxybenzoesäure (HHB), kommt. Tzagoloff and
Dieckmann (1990) beschrieben acht Komplementationsgruppen von Ubiquinon-
defekten Mutanten in S. cerevisiae, coq1-coq8. In coq3-coq8-Mutanten ist kein
Ubiquinon nachweisbar und HHB wird akkumuliert. Nach der Transformation einer
atmungsdefizienten coq8-1-Mutante mit einer Genbank aus S. cerevisiae wurde
ABC1 als komplementierendes Gen isoliert. Das isolierte ABC1-Gen erwies sich als
identisch zum COQ8-Gen. Durch Zugabe von Ubiquinon (Q6) ist der ∆abc1 Stamm
wieder in der Lage auf Glycerinmedium zu wachsen, ähnlich wie andere Mutanten in
der Ubiquinon-Biosynthese. Damit wurde gezeigt, dass Abc1p doch, entgegen der
Interpretation von Bousquet et al. (1991), eine Rolle in der Ubiquinon-Biosynthese
spielt. Die Autoren postulieren aufgrund dieser Ergebnisse, dass die Konformation
und/oder Stabilität des bc1-Komplexes von Ubiquinon abhängig sein könnte.
Ausgehend von diesen Ergebnissen erscheint die für Abc1p vermutete Chaperon-
ähnliche Funktion eher unwahrscheinlich.
Wie sind diese Ergebnisse verglichen mit den ursprünglichen Befunden zu Abc1p zu
verstehen?
Diskussion
134
Do et al. (2001) diskutieren, dass eine erhöhte Menge an Ubiquinon, ausgelöst durch
die Überexpression von Abc1p, möglicherweise die Ursache für die
Komplementation der cbs2-223-Mutation sein könnte. Eine Voraussetzung dafür
wäre, dass Ubiquinon als Cofaktor entweder bei der Translationsaktivierung oder bei
der Stabilisierung der wenigen Cytochrom b Moleküle, die für die cbs2-223-Mutante
postuliert werde, fungiert. Ein wichtiger Beweis für dieses Modell könnte erhalten
werden, wenn eine cbs2-223-Mutante durch Zugabe von Q6 wieder
atmungskompetent würde.
Alternativ argumentieren die Autoren, dass die Suppression der cbs2-223-Mutation
durch eine Überexpression von Abc1p durch eine zweite Funktion des Abc1-Proteins
verursacht werden könnte, die sich von seiner Rolle in der Ubiquinon-Biosynthese
unterscheidet. Da aber exogenes Ubiquinon das Wachstum einer abc1-Nullmutante
in Medien mit nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen ermöglicht, kann diese zweite
Funktion von Abc1p nicht essentiell für die Translation der COB-mRNA oder für die
Assemblierung des bc1-Komplexes sein.
Weiterhin diskutieren Do et al. (2001), dass diese mögliche zweite Funktion des
Abc1-Proteins spezifisch für S. cerevisiae ist und wahrscheinlich in anderen
Organismen nicht auftritt. Dies wird damit begründet, dass Cbs2p bisher nur in S.
cerevisiae nachgewiesen wurde, Abc1p dagegen in vielen anderen Organismen bis
hin zum Menschen konserviert vorhanden ist. Diese Begründung muss nach dem
heutigen Kenntnisstand in Frage gestellt werden, da inzwischen weitere Homologe
von Cbs2p gefunden wurden (vgl. 4.1). Zudem wurde nicht beachtet, dass
mitochondriale Translationsaktivatoren phylogenetisch sehr stark differieren und
somit homologe Proteine sehr schwierig nachweisbar sind.
Diese Ergebnisse von Do et al. (2001) suggerieren, dass nicht Abc1p, wie von
Bousquet et al. (1991) und Brasseur et al. (1997) vorgeschlagen, sondern Ubiquinon
der stabilisierende Faktor für die Bildung des bc1-Komplexes sein könnte. Das wäre
möglich, wenn Ubiquinon an Cytochrom b während oder sofort nach seiner Synthese
bindet und damit die gebildeten Cytochrom b Moleküle stabilisieren würde. Wenn
eine Überexpression von Abc1p tatsächlich zur erhöhten Bildung von Ubiquinon
führen würde, wäre dadurch die Suppression der cbs2-223-Mutation unter diesen
Bedingungen erklärbar. Abc1p käme aufgrund seiner Interaktion mit Cbs2p auch in
diesem Modell die Funktion zu, den Translationskomplex für Cytochrom b in der
räumlichen Nähe des Syntheseortes von Ubiquinon zu lokalisieren.
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4.7 Homomerisierung von Cbs2p und deren mögliche Bedeutung für die
Funktion des Proteins
Die Ergebnisse genetischer Untersuchungen deuten darauf hin, dass sich der
Wirkungsbereich von Cbs2p im 5´-nicht-translatierten Leader der COB-mRNA
befindet (Rödel, 1986). Obwohl seit langem bekannt ist, dass verschiedene Proteine
an mRNA binden können, weiß man wenig über die erforderlichen strukturellen
Voraussetzungen dieser Proteine für eine RNA-Bindung. Es sind einige Proteine
bekannt, bei denen die Homomerisierung eine Voraussetzung für die RNA-Bindung
ist. Es wurde zum Beispiel am hnRNPC-Protein („heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein particles“) gezeigt, dass dessen Homomerisierung essentiell für die
RNA-Bindung ist. Das hnRNPC-Protein gehört zu den Kernproteinen, die während
der Transkription als Partikel-bildene Komplexe an die pro-mRNA in Vertebraten
binden (Tan et al., 2001). In E. coli wurde gezeigt, dass BglG, ein RNA-bindender
Transkriptionsantiterminator, als Dimer an die RNA bindet (Boss et al., 1999).
In der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass Cbs2p in der Lage ist, in vitro
Homomere zu bilden. Diese Homomerisierung könnte potenziell eine Bedeutung für
die mögliche RNA-Bindung von Cbs2p haben.
Viele regulatorische Proteine binden als Dimere an Nukleinsäuren und enthalten
konservierte Strukturdomänen, die für die Dimerisierung wichtig sind. Ein häufig
auftretendes bekanntes Strukturmotiv ist der Leucinzipper, welcher z. B. auch in den
oben genannten Proteinen hnRNPCp und BglGp Voraussetzung für die
Dimerisierung ist. Das Leucinzipper Motiv ist eine amphipathische α-Helix mit
hydrophoben As, die auf der einen Seite konzentriert sind und den Kontakt zwischen
beiden Proteinen für eine Dimerisierung ermöglichen. Ein auffälliges Merkmal dieser
α-Helices ist die Clusterung von Leucinresten, die gewöhnlich an jeder siebenten
Position auftreten. Im Fall von Cbs2p und der homologen Sequenzen in S. bayanus,
S. exiguus und S. pombe ist das Auftreten von konservierten Leucinresten im N-
terminalen Bereich auffällig. Die konservierten Leucinreste treten allerdings nicht in
Abstand von sieben Aminosäuren auf. Auffällig ist das Auftreten von mehreren
konservierten Leucinresten hintereinander. Möglicherweise kommt diesen
konservierten As eine Funktion bei der Homomerisierung zu.
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b. 43: Konservierte Leucinreste im N-terminalen Bereich von S.
cerevisiae (S. c.), S. bayanus (S. b.) und S. pombe (S. p.)
r Homologievergleich von Cbs2p und den homologen Sequenzbereichen in S. bayanus
d S. pombe wurde mit dem BlastP Programm (Altschul et al., 1997) erstellt. Dargestellt
d die zu den ersten 50 As von Cbs2p sowie die homologen Sequenzen aus S. bayanus
d S. pombe. Die konservierten Leucinreste sind farbig unterlegt.
rch eine gezielte Mutagenese des N-Terminus von Cbs2p konnte gezeigt werden,
ss dieser eine Bedeutung für die Funktion des Proteins hat. Nachfolgend wurde
rch in vitro Bindungsstudien nachgewiesen, dass der N-Terminus die
momerisierung von Cbs2p beeinflusst. Die Deletion der aminoterminalen 15 As
n Cbs2p inklusive eines der konservierten Leucine, führt zu einer fehlenden
momerisierung und dem Funktionsverlust des Proteins. Ob dieses Ergebnis durch
n Verlust des konservierten Leucins bedingt ist, muß durch weitere
tersuchungen bestätigt werden. Der Austausch dieser As (Leu11) gegen eine
ladene As (His) könnte Aufschluss über die Bedeutung des Leucinrestes an dieser
sition geben.
Wirkungsweise von spezifischen Translationsaktivatoren
netische Untersuchungen in S. cerevisiae haben gezeigt, dass die Translation fast
er mitochondrial codierter mRNAs von Membran-gebundenen spezifischen
anslationsaktivatoren abhängig ist. Die mRNA-spezifischen Aktivatorproteine
kennen den 5´-nicht-translatierten Leaderbereich ihrer Target mRNA (Fox, 1996).
nige Befunde deuten darauf hin, dass die kerncodierten Translationsaktivatoren die
teraktion zwischen der mRNA und mitochondrialen Ribosomen an der inneren
mbran vermitteln könnten (Fox, 1996). Die bisherigen Untersuchungen lassen
rmuten, dass die Synthese von mitochondrial codierten Proteinen, wie Cox2p,
x3p oder Cytochrom b von Proteinen abhängig ist, die die Bindung der
tochondrialen Translationsinitiationskomplexe an der Membran vermitteln (Fox,
Diskussion
137
1996). Dadurch könnte die Translation von Proteinen, die für die innere Membran
bestimmt sind, an einem falschen Ort (Matrix) verhindert werden. Verglichen mit dem
analogen SRP/SRP-Rezeptorsystem im Cytoplasma eukaryotischer Zellen hat
dieses Modell eine Reihe von Ähnlichkeiten.
Im eukaryotischen Cytoplasma bindet die Signalerkennungspartikel (SRP) an das
Signalpeptid, sobald sich dieses am Ribosom gebildet hat, und führt zu einer
Verzögerung der Proteinsynthese. Der Translationsstopp gibt dem SRP-Ribosomen-
Komplex die Gelegenheit an den SRP-Rezeptor in der ER-Membran zu binden,
bevor die Synthese des Polypeptids abgeschlossen wird. Nach der Bindung an den
SRP-Rezeptor wird SRP wieder freigesetzt und die Translation fortgesetzt. Das
Translationsprodukt wird cotranslational durch die ER-Membran transloziert.
Das mitochondriale Modell geht davon aus, dass die Translationsaktivatoren, die im
5´-UTL der mRNA spezifisch binden, zugleich verantwortlich sind für die spezifische
Bindung des Translationskomplexes an die innere Membran, in die das
Translationsprodukt cotranslational inseriert werden soll. Im Gegensatz zu dem
cytoplasmatischen System, wo die SRP an das Signalpeptid binden, erfolgt hier die
Bindung der mitochondrialen Translationsaktivatoren an mRNA.
Von den in S. cerevisiae mt codierten Translationsprodukten sind sieben hydrophobe
Untereinheiten von energieübertragenden Enzymkomplexen, die in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert sind (Tzagoloff and Myers, 1986). Das ribosomale
Protein Var1p ist das einzige mt Translationsprodukt in Hefe, das kein hydrophobes
Membranprotein ist und das höchstwahrscheinlich an freien Ribosomen in der Matrix
translatiert wird (Groot et al., 1979; Terpstra and Butow, 1979). Deshalb wird
angenommen, dass die 5´-nicht-translatierte Region der VAR1-mRNA nicht mit
einem membrangebundenen mRNA-spezifischen Translationsaktivator interagiert.
Sanchirico et al. (1998) haben chimäre Gene konstruiert, die den 5´-nicht-
translatierten Leader des VAR1-Gens fusioniert mit dem COX2- oder COX3-ORF
enthalten. Damit wurde gezeigt, dass die Synthese von Cox2p und Cox3p normal
erfolgt, aber diese Proteine kaum bzw. nicht in die innere Membran integriert werden.
Sehr wahrscheinlich werden die Translationsprodukte in der Matrix abgebaut. Aus
diesen Ergebnissen schlussfolgerten die Autoren, dass die 5´-nicht-translatierten
Leadersequenzen der mRNA dieser Proteine für deren Insertion in die innere
Membran bedeutsam sind.
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Für Cox2p wird angenommen, dass der spezifische Translationsaktivator Pet111p
mit der COX2-mRNA interagiert, gleichzeitig aber auch mit der inneren
Mitochondrienmembran assoziiert ist. Somit vermittelt Pet111p die Lokalisierung des
Translationskomplexes an die innere Membran, in die das Translationsprodukt
Cox2p korrekt assembliert werden kann.
Für die COB-mRNA spezifischen Translationsaktivatoren Cbs1p und Cbs2p wurde
ebenfalls eine Assoziation mit der inneren Membran nachgewiesen (Michaelis et al.,
1991). Genetische Daten deuten darauf hin, dass sie spezifisch mit dem 5´-nicht-
translatierten Leader der COB-mRNA interagieren (Rödel et al., 1985; Rödel, 1986).
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ein Teil von Cbs2p außerdem mit
mitochondrialen Ribosomen assoziiert vorliegt. Dies könnte bedeuten, dass Cbs2p
den Kontakt zwischen mRNA und Ribosomen vermittelt und zugleich den Ort für die
Translationsinitiation im 5´-nicht-translatierten Leader von Cytochrom b spezifiziert.
Die Assoziation von Cbs2p mit der inneren Membran könnte den
Translationskomplex in die räumliche Nähe des Ortes bringen, an dem Cytochrom b
in die Membran assembliert werden soll. Ein potenzieller Ort dafür wäre Komplex III.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Cbs2p mit dem Abc1-Protein interagiert,
welches in der inneren Membran lokalisiert ist.
In Analogie zu dem Modell, das für die Funktion der COX2- und COX3-mRNA
spezifischen Translationsaktivatoren diskutiert wird, könnten Cbs1p und Cbs2p
aufgrund ihrerer Assoziation mit der Membran Proteine sein, die die COB-mRNA an
die mitochondriale Innenmembran führen. Nur an der Membran erlaubt die
Prozessierungs- und Translationsmaschinerie die Reifung der COB-mRNA und von
Apocytochrom b. Durch die Assoziation von Cbs2p mit mt Ribosomen würde der
Kontakt zwischen der COB-mRNA und der Translationsmaschinerie hergestellt
werden. Die physikalische Wechselwirkung mit Abc1p könnte ein Hinweis dafür sein,
dass die Translation in räumlicher Nähe des Assemblierungsortes von Cytochrom b,
dem bc1-Komplex, stattfindet. In Abb. 44 sind die vorliegenden Daten in einem
Modell zusammengefasst.
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Abb. 44: Modell des Wirkmechanismus von Cbs1p und Cbs2p
Cbs1p und Cbs2p sind als mit der Membran assoziierte Proteine dargestellt. Beide Proteine
sind Kandidaten für die Hinführung der COB-mRNA an die innere Membran. Durch
Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen Ribosomen würde die Translation in der Nähe
der Membran stattfinden. Es wird angedeutet, dass durch die physikalische Wechelwirkung
zwischen Cbs2p und Abc1p die Translation der COB-mRNA in räumlicher Nähe des
Assemblierungsortes von Cytochrom b , dem bc1-Komplex, stattfinden könnte.
bc1
Komplex
Cbs1p
Matrix
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IMS
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5 Zusammenfassung
Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist das Kerngen CBS2 aus Saccharomyces
cerevisiae. Cbs2p wird gemeinsam mit Cbs1p spezifisch für die Translation der
Cytochrom b (COB) -mRNA in den Mitochondrien benötigt.
Die Untersuchungen konzentrierten sich auf die Charakterisierung funktionell
wichtiger Bereiche im N- und C-terminalen Teil des Proteins, den Nachweis von
Protein-Protein Wechselwirkungen, die Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen
Ribosomen und die Bedeutung des N-terminalen Bereiches für den Import von
Cbs2p in die Mitochondrien.
Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt:
Die Deletionsanalyse des N-Terminus von Cbs2p ergab, dass die As 2-7 keine
essentielle Bedeutung für die Funktion des Proteins haben. Dagegen verursacht die
Deletion der As 2-9 einen temperatursensitiven Phänotyp. Das Entfernen der As 2-11
und weiterer As am N-Terminus resultiert in einem vollständigen Funktionsverlust
des Proteins. Es konnte gezeigt werden, dass trotz fehlender As am N-Terminus (2-
35) der mitochondriale Import der Proteine nicht beeinflusst wird. Obwohl das
Entfernen N-terminaler As die Stabilität des Proteins beeinflusst, sind die verkürzten
Cbs2p-Derivate immunologisch nachweisbar.
Am C-Terminus führt die Deletion von zwei As bereits zu einem temperatursensitiven
Phänotyp. Das Entfernen weiterer As verursacht einen kompletten Funktionsausfall
des Proteins. Die site-spezifische Mutagenese der C-terminalen vier As (Y386, H387,
Y388, L389) ergab, dass die aromatischen As an Position 386 und 388 von Bedeutung
für die Funktionalität des Proteins sind. Die Bestimmung der Mutation im cbs2-1-
Mutantenallel (Ile372 zu Lys) bestätigt die Befunde, dass der C-terminale Teil des
Proteins funktionell wichtig ist.
Die aminoterminalen 35 As von Cbs2p genügen, um das Reporterprotein Gfp
vollständig in die Mitochondrien zu rekrutieren. Dieses Ergebnis zeigt, dass der N-
Terminus von Cbs2p den Import von Proteinen in die Mitochondrien vermitteln kann.
Da ein N-terminal um 35 As verkürztes Cbs2-Protein ebenfalls noch in den
Mitochondrien nachweisbar ist, besitzt Cbs2p wenigstens ein weiteres, vom N-
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Terminus unabhängiges, internes oder C-terminal lokalisiertes Importsignal für die
Mitochondrien. Da ein chimäres Protein zwischen dem As-Bereich 51-389 von Cbs2p
mit Gfp in den Mitochondrien nachweisbar ist, kann das zweite Importsignal nur im
Bereich zwischen As 51 und 389 lokalisiert sein.
Die Untersuchungen zu Yhr063cp aus S. cerevisiae, das 21 % Identität zu Cbs2p
aufweist, ergaben, dass es sich bei YHR063C weder um ein PET-Gen noch um ein
Gen handelt, das für den Metabolismus unter anaeroben Bedingungen oder
osmotischem Stress benötigt wird. Es wurde gezeigt, dass eine Überexpression von
YHR063C nicht in der Lage ist, die Atmungsdefizienz einer cbs2-Nullmutante zu
supprimieren. Damit ergab sich kein Hinweis, dass es sich bei YHR063C um ein zu
CBS2 funktionshomologes Gen handeln könnte.
Mittels Blauer Nativ-Gelelektrophorese konnte nachgewiesen werden, dass Cbs2p in
einem hoch molekularen Komplex vorliegt. Dieser molekulare Komplex besitzt eine
größere molekulare Masse als die Cytochrom c-Oxidase (246 kDa). Da Cbs2p in der
Lage ist, in vitro Homomere zu bilden, sprechen die Daten dafür, dass Cbs2p als
Multimer in diesem Komplex vorliegt.
Ein N-terminal um 15 As verkürztes Cbs2p-Derivat (∆2-16) und weitere N-terminal
verkürzte Cbs2-Proteine sind nicht mehr in der Lage, in vitro Homomere auszubilden.
Diese Daten sprechen dafür, dass der N-Terminus eine essentielle Rolle bei eine
Homomerisierung des Proteins spielt.
Durch in vitro und in vivo Experimente wurde gezeigt, dass Cbs2p mit Abc1p
physikalisch interagiert. Der Nachweis dieser Wechselwirkung weist darauf hin, dass
die Translation der COB-mRNA in räumlicher Nähe des Bestimmungsortes von
Cytochrom b, dem bc1-Komplex, stattfindet. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
Abc1p seine postulierte Funktion als Enzym der Ubiquinonbiosynthese (Do et al.,
2001 ) bzw. als Chaperon bei der Assemblierung von Komplex III (Bousquet et al.,
1991) als Membranprotein ausübt.
Die Überexpression von Abc1p ist in der Lage, die cbs2-223-Mutation im Stamm
BS3-10 zu supprimieren (Bousquet et al., 1991). Der Befund der Sequenzanalyse,
nach der das cbs2-223-Allel eine Stoppmutation an As Position 136 trägt, lässt sich
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vermutlich durch Überlesen des Stoppcodons und die damit verbundene Bildung
geringer Menge an Cbs2p erklären.
Der Befund, dass Cbs2p in der ribosomalen Fraktion nachweisbar war, wurde durch
Coimmunpräzipitation mit einem Antikörper gegen ein mitoribosomales Protein
Nam9p und durch in vitro-Bindungsstudien von Cbs2p mit der ribosomalen Fraktion
bestätigt. Die mögliche Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen Ribosomen
könnte den Kontakt zwischen der COB-mRNA und der Translationsmaschinerie
bewirken.
Die vorliegenden Ergebnisse erweitern das von Michaelis et al. (1991) entwickelte
Modell der Wirkungsweise der Translationsaktivatoren Cbs1p und Cbs2p wie folgt:
Cbs1p und Cbs2p sind mit der inneren Membran assoziiert. Beide Proteine könnten
die COB-mRNA an die mitochondriale Innenmembran führen. Der Kontakt zwischen
der COB-mRNA und der mitochondrialen Translationsmaschinerie könnte durch die
Assoziation von Cbs2p mit mitochondrialen Ribosomen hergestellt werden. Nur an
der Membran erlaubt die Prozessierungs- und Translationsmaschinerie die Reifung
von COB-mRNA und die Synthese und Assemblierung von Apocytochrom b. Das
Vorliegen von Cbs2p in einem hoch molekularen Komplex und die physikalische
Wechselwirkung mit Abc1p könnten ein Hinweis dafür sein, dass die Translation in
räumlicher Nähe des Assemblierungsortes von Cytochrom b, dem bc1-Komplex,
stattfindet.
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